





UNIVERSIDADE DE LISBOA 
 








QUADRO ANATOMO-HISTOPATOLÓGICO E DIAGNÓSTICO MOLECULAR DA 










CONSTITUIÇÃO DO JÚRI 
 
Doutor Fernando Jorge Silvano Boinas 
Doutora Maria da Conceição da Cunha e 
Vasconcelos Peleteiro  




Doutora Maria da Conceição da 




Doutora Maria Margarida Nunes da 










































































UNIVERSIDADE DE LISBOA 
 








QUADRO ANATOMO-HISTOPATOLÓGICO E DIAGNÓSTICO MOLECULAR DA 




FÁBIO ALEXANDRE ABADE DOS SANTOS 
 
 






CONSTITUIÇÃO DO JÚRI 
 
Doutor Fernando Jorge Silvano Boinas 
Doutora Maria da Conceição da Cunha e 
Vasconcelos Peleteiro  




Doutora Maria da Conceição da 




Doutora Maria Margarida Nunes da 



































Se o caminho é fácil, não vou. Se não existe, eu construo. 
Só preciso do barro. Eu fabrico os tijolos e ergo a casa. 







 CIISA MIMV 15 
 
 
Projeto “+Coelho: Avaliação Ecossanitária das Populações Naturais 
de Coelho-Bravo Visando o Controlo da Doença Hemorrágica 












































Apraz-me agradecer à minha Orientadora Professora Conceição Peleteiro, que dispensaria quaisquer 
palavras, mas que neste âmbito são imperiais. A pessoa mais acelerada e dinâmica que já conheci, mas 
que, ao mesmo tempo, foi capaz de se sentar comigo, com imensa vontade e satisfação, tardes inteiras, 
a ensinar-me e a ajudar-me, e tanto que tem para me ensinar.  
 
À minha orientadora Doutora Margarida Duarte que me acolheu desde a primeira vez, com imensa 
humildade para comigo, quando ainda nem sabíamos que a nossa interação se estenderia a esta tese. A 
sua dedicação, organização, estabelecimento de objetivos e insatisfação saudável ensinaram-me a ser 
um melhor aluno e um melhor investigador. Melhor parceira de saídas de campo, nunca perdendo o 
sorriso e sentido de humor, mesmo após horas perdidos a andar de jipe pela falta de orientação espacial 
que partilhamos. 
 
À Doutora Carina Carvalho, que sem dúvida merece que a refira como a minha terceira orientadora, e 
acho que isto diz tudo.  
 
Ao Doutor Carlos Calvete (CIITA) com quem adoro discutir sobre o tema. 
 
A um amigo, Sebastião Miguel, que conheci apenas no âmbito desta dissertação, mas que rapidamente 
se tornou um membro da minha família. Sem dúvida um dos meus orientadores da prática.  
 
À Professora Isabel Fonseca (FMV), ao Doutor David Ramilo (FMV), e à Doutora Maria João Alves 
(INSA) por toda a celeridade nas diligências que foram necessárias à captura e identificação dos insetos, 
ixodídeos e dos roedores. 
 
Aos grandes amigos que este trabalho me trouxe, especialmente Dr. Carlos Magro e Mário Gomes 
(Quinta dos Penedinhos), e a todos os outros do grupo “Recuperação do Coelho-Bravo” a quem, pelo 
elevado número (mais de 1800), não me é possível agradecer nominalmente, mas sem os quais este 
manuscrito não passaria de uma revisão bibliográfica.  
 
Aos Professores Jorge Correia, Mário Pinho, Mário Quaresma, às Técnicas Maria do Rosário e Sandra 
Carvalho, ao Dr. Hugo Pissarra, aos Srs. Álvaro Mendes e Bruno Fortunato, bem como a todos os outros 
funcionários da FMV que sempre me ajudaram e com quem tive boas conversas nesta pequena grande 
casa. 
 
Dr. Carlos Esteves do CITA, que nunca me negou uma resposta ou uma explicação. Que mesmo estando 




 À Nzytech, com especial cumprimento para o Dr. Diogo Comprido pela celeridade e prontidão que 
sempre me ajudou. À Werfen (na pessoa de Dr. Sérgio Calado) e AgPath (nas pessoas de Virgínia 
Marques e Sandra Adan) pela colaboração económica que prestaram nesta dissertação.  
 
A todos os investigadores, funcionários, colegas e amigos do INIAV que me receberam com a melhor 
alegria desde o primeiro dia: Doutor Miguel Fevereiro, Diretor da UEISPSA do INIAV, e Dras Teresa 
Fagulha, Fernanda Ramos, Isabel Almeida, Margarida Henriques, Margarida Simões, Mónica Cunha e 
Ana Oliveira e ao Dr. Tiago Luís. À Janeca, à Fátima, Ana Cristina e Ferreira e aos estagiários do INIAV 
com que me cruzei (em especial à Marta que ajudou neste trabalho). A todos agradeço a forma com que 
me trataram, sempre calorosa.  
 
Às minha grandes amigas Andreia Severino e Susana. Aos amigos que este curso me trouxe, Ritinha, 
Dianita, Saramago, Patrícia, Ana Cristina, Ana Rita, Joana, André, Vinagre e turma D, e a todos os 
outros que não posso aqui referir por duas razões: pelo número e pelo medo de me esquecer de algum. 
À minha família da Quinta do Caiado. 
 
À Beatriz para quem as palavras nunca chegarão para descrever e agradecer o que de bom me trouxe à 
vida. 
 
À minha verdadeira família; Pai, Mãe, Irmão e Irmã pelo apoio que me deram nestes 23 anos e em 
particular nestes últimos anos de percurso académico.  
 
Agradeço o apoio financeiro que me foi concedido pelo CIISA-FMV (Projecto MIMV15) e pelo 



















O vírus da doença hemorrágica dos coelhos de tipo 2 (RHDV2) foi detetado em Portugal pela primeira 
vez, em 2012, e encontra-se atualmente disseminado em todo o território nacional incluindo Madeira, 
Açores e Berlengas. O papel ecológico e económico do coelho-bravo, aliado à sua importância para os 
níveis tróficos superiores, levou a que o Governo Português ativasse em 2017 um plano para controlo 
desta doença (Despacho 4757/2017 de 31 de Maio). 
Este trabalho teve como objetivo estabelecer padrões de lesão histopatológica nos principais órgãos 
afetados (fígado, pulmão, baço, duodeno, coração, entre outros) durante a infeção por RHDV2 e 
relacioná-los com os padrões de distribuição de cargas virais (medidos através dos valores de Cq obtidos 
por RT-qPCR) em sete matrizes (fígado, baço, duodeno, fezes, rim, pulmão e ventrículo esquerdo). 
Todos os coelhos-bravos investigados (n=49), foram obtidos no âmbito deste estudo, durante suspeitas 
de surtos de DHV, sendo oriundos de vários locais. 
No grupo dos animais não vacinados, o diagnóstico virológico e histopatológico raramente suscitou 
dúvidas e não foram encontradas lesões macro e microscópicas diferentes entre os coelhos jovens e os 
animais adultos. No entanto foi observada uma diminuição significativa das cargas virais nos órgãos dos 
animais vacinados para RHDV2 quando comparados com os animais não vacinados, tal como já descrito 
na literatura. Em alguns animais vacinados, foi difícil detetar o vírus por métodos moleculares apesar 
da presença de graves lesões histopatológicas compatíveis com DHV. No caso dos animais vacinados, 
a valores de Cq tendencialmente maiores, correspondeu uma menor prevalência do padrão lesional 
hepático mais grave. Contrariamente, nos animais não vacinados, foram encontrados valores de Cq 
tendencialmente mais baixos no fígado (maiores cargas virais), correspondendo a um padrão lesional 
mais grave. Os dados obtidos indicam também que o fígado não é o órgão de eleição para diagnóstico 
de RHDV2 em animais vacinados, já que o pulmão foi a matriz onde o vírus foi mais detetado. 
Curiosamente, o ventrículo esquerdo apresentou-se como a matriz com maior percentagem de 
positividade em todos os grupos pelo que a pertinência da sua utilização sistemática no diagnóstico 
molecular, deve ser investigada. Foi ainda realizada a pesquisa de RHDV2 em outras espécies 
simpátricas: lebre ibérica (n=2), toirão (n=1), texugo (n=1), sacarrabos (n=1), roedores (n=18), pardal-
comum (n=1), insetos (n> 2568) e ixodídeos (n=28)). Foi detetado RNA viral no pulmão de um toirão, 
no fígado e ventrículo esquerdo de uma lebre, nas fezes do pardal comum, e em 3 famílias de insetos 
(Ceratopogonidae, Staphylinidae e Simuliidae). Este trabalho trouxe novos dados para a compreensão 
da interface patogenia-diagnóstico e para a compreensão da eco-epidemiologia da DHV 
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Anatomo-histopathological analysis and molecular diagnosis of Viral Haemorrhagic 
Disease in wild rabbit 
Abstract 
 
Rabbit haemorrhagic disease virus 2 (RHDV2) was detected in Portugal for the first time in 
2012. It is currently widespread in the continent and islands (Azores, Madeira and Berlengas). The 
ecological and economic role of the wild rabbit and its crucial importance for the higher trophic levels, 
led the Portuguese Government to activate, in 2017, an action plan to control this disease (Dispatch 
4757/2017 of 31 May). 
This work aimed to establish patterns of histopathological lesions in the organs affected during infection 
(liver, lung, spleen, thymus, duodenum, heart among others) and to relate them to the viral load 
distribution patterns, measured by the Cq values obtained with a RHDV2-specific RT-qPCR, in seven 
biological matrices (liver, spleen, duodenum, faeces, kidney, lung and left ventricle). All the wild rabbits 
investigated (n = 49) were obtained within the scope of this study and originated from several locations 
(mainly two wild-rabbit farms with management conditions and different purposes) during suspected 
outbreaks of haemorrhagic viral disease. In the group of unvaccinated animals, the virological and 
histopathological diagnosis rarely raised doubts and no different macro and microscopic lesions were 
found between young rabbits and adult animals 
No differences in the macro and microscopic lesions were found between young and adult rabbits but a 
significant decrease in the viral loads of organs was observed in RHDV2 vaccinated rabbits, when 
compared to non-vaccinated rabbits, as described before in the literature. In some animals that had been 
vaccinated, it was difficult to detect the virus by molecular methods, although severe histopathological 
lesions were identified. For the vaccinated group, the increase in the Cq values tended to be accompanied 
by a more variable lesional pattern, with the more severe ones being less prevalent. In the liver of non-
vaccinated rabbits, for example, as Cq values decreased (corresponding to higher viral charges), more 
severe lesional patterns were observed. 
Our data indicate that the liver is not the organ of choice for RHDV2 molecular diagnosis in vaccinated 
animals, since the virus was more often detected in the lungs. Interestingly, the left ventricle showed the 
highest percentage of positivity in all groups, so the relevance of its systematic use for diagnosis should 
be considered and investigated. RHDV2 was also investigated in other sympatric species, such as Iberian 
hare (n=2), toad (n=1), badger (n=1), rodents (n=18), common sparrow (n=1), insects (n>2568) and 
ixodids (n=38). Viral RNA was detected in the lung of a toad, in the liver and heart of a hare in the 
faeces of the common sparrow, and in 3 families of insects (Ceratopogonidae, Staphylinidae and 
Simuliidae). This work brought new insights to the pathogeny-diagnosis interface and to the 
comprehension of the disease eco-epidemiology. 
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INIAV – Instituto Nacional de Investigação Agrária e Veterinária 
Lou – localidade de Loures 
LPC – Lapinized Philippines Coronel 
MAb – Monoclonal antibody 
MRCV - Michigan rabbit calicivirus 
NEG – coelhos negativos a RHDV2 no RT-qPCR 
NP-RCV-Non-pathogenic rabbit calicivirus 
NVAC – animais não vacinados para RHDV2 
O. c. a. – Oryctolagus cuniculus algirus 
O. c. c. – Oryctolagus cuniculus cuniculus 
ORF – open reading frame 
PBS – phosphate buffered saline 
PCR – polymerase chain reaction 
Plg – localidade de Portalegre 
POS – coelhos positivos a RHDV2 no RT-qPCR 
Prec – precipitação  
XVI 
 
QP – Quinta dos Penedinhos 
RCV – Rabbit Calicivirus 
RdRp – RNA-dependent RNA polymerase 
RHDV – Rabbit haemorrhagic disease virus (genogroups G1 to G6) 
RHDVa- Rabbit haemorrhagic disease virus (genogroup G6) 
RHDV2 – Rabbit haemorrhagic disease virus 2 (também descrito como RHDVb, nova 
variante e GI.2) 
RNA – ribonucleic acid 
RT-PCR - reverse transcription-polymerase chain reaction 
RT-qPCR – quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 
SAS – sem alterações significativas 
sgRNA – subgenomic ribonucleic acid 
V – velocidade (do vento) 
VAC – coelhos vacinados para RHDV2 
VLP – vírus-like particles 
vp60 – gene que codifica a VP60 
VP60 – proteína estrutural maioritária da cápside (60 Kda) 











Capítulo I – Revisão Bibliográfica 
 
1. Coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus) 
 
O coelho-bravo europeu, Oryctolagus cuniculus (Linnaeus, 1758) é um pequeno mamífero 
pertencente à família Leporidae e à ordem dos Lagomorfos. Apresenta um comprimento 
cabeça-corpo de 34-50 cm (Macdonald & Barrett, 1993) e pelagem com uma coloração variável 
dentro do pardo-grisalho, com tons amarelados nas partes occipitais e nas patas, ventre 
esbranquiçado, cauda curta cuja parte interna está coberta por pelo branco, olhos laterais de cor 
negra, membros posteriores mais desenvolvidas que os dianteiros, permitindo-lhe uma corrida 
aos saltos e ziguezagues e orelhas compridas embora menores que as do género Lepus (La 
Fuente, 1993; Gálvez-Bravo, 2017). 
É uma espécie originária da Península Ibérica, chave no ecossistema mediterrânico, sendo o sul 
de Espanha considerado o local geográfico mais provável para a sua origem (Ferrand & Branco, 
2007) pela descoberta de registos fósseis na região de Granada (Andaluzia, Espanha). Estes 
datam de há 2,5 milhões de anos (Lopez-Martinez, 1989, 2008; Monnerot et al., 1994; Ferrand 
& Branco, 2007) e testemunham a coexistência de duas subespécies: Oryctolagus cuniculus 
algirus (O. c. a.) e Oryctolagus cuniculus cuniculus (O. c. c.). O O. c. a. encontra-se 
relativamente restrito à região sudoeste da Península Ibérica e o O. c. c. um pouco distribuído 
pelo mundo principalmente por ação antropogénica (Ferrand, 2008a). 
Em 2008, foi classificado pelo International Union for Conservation of Nature (IUCN) na 
categoria global de “quase ameçado” (Near-Threatened) na Europa (Smith & Boyer, 2008), 
perdendo o estatuto de “pouco preocupante” que detinha em 1996. As populações de 
Oryctolagus cuniculus sofreram um declínio estimado em 95% desde 1950 na Europa, tendo 
decrescido cerca de 80% no caso particular de Espanha desde 1975 (Delibes, Rodríguez & 
Ferreras, 2000), devido a doença, perda de habitat e mortalidade de origem antropogénica 
(Ward, 2005). Figura atualmente no Livro Vermelho dos Vertebrados de Portugal (Cabral, 
2005) e Espanha (Ferreira, 2012). 
 
1.1 Distribuição e evolução 
Em Portugal, o coelho foi outrora o mamífero mais abundante nos vales concheiros mesolíticos 
do Tejo e Sado (Lentacker, 1986; Arnaud, 1987) e foram encontrados vestígios ósseos de 





A expansão geográfica do O. cuniculus foi uma das mais notórias expansões de mamíferos 
(Ferrand & Branco, 2007) de que há memória. A distribuição original após a última Era glacial 
(há cerca de 8 mil anos), incluía a região compreendida entre a Península Ibérica até à França 
ocidental e norte de África, tendo ocorrido a introdução na Europa ocidental no período romano 
(Gibb & Williams, 1990; Mitchell-Jones et al., 1999). A idade média representou a época mais 
importante para a expansão geográfica do coelho-bravo (Callou, 1995). Esta espécie é nativa 
na Algéria, França, Gibraltar, Marrocos, Portugal e Espanha e foi introduzida em numerosos 
países entre os quais a Albânia, Argentina, Austrália, Áustria, Bélgica, Bulgária, Chile, 
República Checa, Dinamarca, Ilhas Malvinas, Alemanha, Grécia, Hungria, Irlanda, Itália, 
Luxemburgo, Namíbia, Holanda, Nova Zelândia, Noruega, Polónia, Roménia, Rússia, 
Eslováquia, Eslovénia, África do Sul, Suíça, Suécia, Reino Unido e Estados Unidos da América 
(Figura 1) (Smith & Boyer, 2008), ilhas mediterrânicas de Sicília, Córsica, Sardenha, Creta e 




Figura 1– Mapa de Distribuição do O. cuniculus no mundo. A amarelo encontram-se assinalada a 
distribuição autóctone e a lilás a distribuição resultante da introdução antropogénica. [Oryctolagus 
cuniculus. The IUCN Red List of Threatened Species. Version 2017-2]. 
 
O coelho-bravo foi introduzido na Austrália em 1788 e reintroduzido em 1859 onde neste 
momento é considerado uma praga (Thompson & King, 1994). Foram realizadas numerosas 
tentativas de introdução desde meados do século XIX na América do Sul. Aquelas tiveram 
sucesso em 1936, mantendo-se o coelho na Argentina e Chile (Thompson & King, 1994). Estão 
presentes em várias ilhas do Pacífico, costa Africana, Nova Zelândia e Caribe (Thompson & 
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King, 1994). A espécie Oryctolagus cuniculus é presentemente encontrada sempre abaixo dos 
1,500 m de altitude (John, Sharples & Bell, 1999). Na Península Ibérica existem duas 
subespécies (referidas anteriormente) com características morfológicas e genéticas distintas, 
maioritariamente distribuídas em duas regiões. A nordeste da Península Ibérica encontramos a 
subespécie O. c. c. e a sudoeste a subespécie O. c. a. (Figura 2), incluindo as ilhas da Madeira, 
Açores e Canárias (Ferrand, 2008b). A região central da Península Ibérica é uma zona 




Figura 2 - Distribuição geográfica das duas subespécies de coelho-bravo na Península Ibérica. Esta 
distribuição foi estabelecida por pesquisa das linhagens mitocondriais das suas subespécies. As 
linhagens mitocondriais A e B, são respetivamente, originárias das subespécies O. c. a. e O. c. c. 
(Adaptado de Branco, Ferrand, & Monnerot, 2000; Rafael Villafuerte et al., 2017) 
 
 
A subespécie O. c. c. esteve na origem do coelho doméstico e foi distribuída a partir da 
Península Ibérica para o resto da Europa, parte da América do Sul, Austrália e Nova Zelândia 
(Ferrand, 2008a). A subespécie O. c. a., por sua vez, apresenta uma menor área de dispersão, 
podendo ser encontrada na Macaronésia e no Norte de África, para além da área já referida 
(Ferrand, 2008a). Ambas as subespécies apresentam uma coloração parda, cinzento a castanho 
mas a subspécie O. c. a. é mais pequena, com os adultos apresentando um peso médio de 1.1 
kg e máximo de 1.4 kg (Soriguer, 1980; Ferreira & Ferreira, 2014), e na subspécie O. c. c. um 
peso máximo de 2 kg (Gibb, 1990). Para além das diferenças de tamanho, estas duas 
subespécies diferem ainda em algumas características reprodutivas, nomeadamente o peso das 
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gónadas, a produção diária de espermatozóides, as dimensões dos corpos lúteos e o tamanho 
das ninhadas, que apresentam valores inferiores na subespécie O. c. a. (Gonçalves, Alves & 
Rocha., 2002). 
Desde 2005, as populações na Península Ibérica decresceram a menos de 5% dos números de 
1950, baseado nas populações do Parque Nacional de Donana, uma área protegida (Delibes et 
al., 2000). Em Portugal foi registada uma redução de 24% entre 1995 e 2002 (Ferreira & Alves, 
2002). Na zona mediterrânica, particularmente na Península Ibérica, a distribuição e abundância 
das populações é altamente variável, entre habitats, ao longo do ano e entre diferentes anos 




O coelho-bravo é capaz de se reproduzir oportunisticamente em qualquer época do ano, 
justificando-se assim o seu sucesso como colonizador (Gibb, 1990). Apresenta prolificidade de 
2 a 7 láparos (inferior à dos coelhos domésticos), que deixam a toca com cerca de um mês de 
idade (Gibb & Williams, 1990) e apresenta maturidade sexual muito precoce (Instituto da 
Conservação da Natureza e das Florestas [ICNF], 2005). A fêmea atinge a maturidade sexual 
com cerca de 3,5 meses de idade e o macho aos 4 meses e podem viver até 9 anos (Macdonald 
& Barrett, 2002). A fêmea pode reproduzir-se com menos de 1 ano de idade (pouco comum nos 
outros lagomorfos), sendo no entanto condicionada pelo clima e disponibilidade de recursos 
(Bell & Webb, 1991), não só em quantidade absoluta mas principalmente pela disponibilidade 
de alimento de alta qualidade (Villafuerte, Lazo & Moreno., 1997). Apresenta uma gestação de 
28 a 30 dias (Neves, n.d.). A época reprodutiva tem início em novembro e pode extender-se até 
junho com um pico em março/abril (Gonçalves et al., 2002). 
A elevada prolificidade e fácil adaptação desta espécie leva a que, em algumas situações, se 
torne uma praga, tendo impato negativo principalmente na agricultura, tal como acontece em 
Inglaterra, na Nova Zelândia e Austrália (Gibb et al., 1969). Cerca de 75%-80% dos juvenis 
são mortos por predadores antes de abandonarem as tocas, ou até estabelecerem um território 
próprio (Gibb, 1990; JA & Flux, 1990; Angulo, 2004). Nos adultos, a taxa de mortalidade pode 








Atualmente, existe um conflito na Península Ibérica envolvendo conservacionistas, caçadores 
e agricultores quanto ao estado populacional e necessidade de intervenção populacional no 
coelho-bravo (Delibes-Mateos et al., 2014), atendendo aos diferentes interesses e ideias de cada 
um destes grupos envolvidos (Figura 3). 
 
 
Figura 3 – Cenários potenciais de conflitos entre caçador, conservacionista e agricultor. Adaptado de 
Delibes-Mateos, Ferreira, Rouco, Villafuerte & Barrio (2014). 
1.3. Habitat e Ecologia 
 
O coelho-bravo, herbívoro, tem preferência por gramíneas em início de crescimento, sendo no 
entanto bastante tolerante a mudanças da vegetação existente (Ward, 2005), e por um habitat 
misto de arvoredo e plantas arbóreas, com pelo menos 40% de cobertura, para proteção contra 
predadores, intercaladas em mosaico com áreas abertas de pastoreio com erva e cereais, sendo 
a abundância de alimento e a pressão dos predadores os dois critérios determinantes na escolha 
de habitat para os coelhos (Thompson & King, 1994; Ward, 2005; Dellafiore et al., 2014). 
Prefere solos de terras arenosas que permitam a construção das tocas, mas escondem-se muitas 
vezes em zonas rochosas, embora estas zonas, pela sua localização acima do solo, aumentem o 
risco de predação. Têm hábitos crepusculares e noturnos (ICNF, 2005) embora, em locais com 
pouca pressão humana, possam ser vistos a qualquer hora do dia (Neves, n.d.). 
O coelho tem um lugar importante na modulação do habitat, pela sua atividade de escavação, 
ingestão de plantas e fertilização, facilitando o crescimento da vegetação típica da Península 
Ibérica (Virgós, Cabezas-Diaz & Lozano, 2005), bem como fornecendo condições alimentares 
e de habitat para inúmeras espécies de invertebrados (Delibes-Mateos, Delibes, Ferreras & 
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Villafuerte., 2008). É uma espécie gregária que vive em grupos familiares (Biadi & Le Gall, 
1993) de dois a dez indivíduos adultos (Neves, n.d.), que juntos formam uma colónia 
fisicamente separada de outras colónias, existindo em cada uma um macho dominante que 
fertiliza a quase totalidade das fêmeas, e uma fêmea dominante que pare na toca principal e em 
função da qual a reprodução é sincronizada (Neves, n.d.). Nos ecossistemas onde é autóctone, 
o coelho-bravo constitui uma espécie-chave com impacto muito superior ao da sua biomassa 
(Power et al., 1996),  integrando a dieta de mais de 19 espécies nidificantes de aves de rapina 
diurnas e noturnas e de mais de 10 espécies de mamíferos carnívoros (Figura 4) (Delibes & 
Hiraldo, 1981; Delibes-Mateos, Redpath, Angulo, Ferreras & Villafuerte, 2007). 
 
 
Figura 4 – Importância trófica do coelho-bravo. Encontram-se representadas as espécies para as quais o 
coelho-bravo representa uma maior percentagem de incorporação na dieta (assinalada sob o nome 
científico da espécie). A vermelho é apresentado o estatuto de conservação das espécies de acordo com 
o IUCN. Fonte: este documento & Cunha Gonçalves (2015). NT- Near Threatened (quase ameaçada), 
LC- Least Concern (pouco preocupante), EN- Endangered (ameaçada); VU- Vulnerable (vulnerável). 
 
O declínio do O. cuniculus tem sido diretamente associado ao declínio do lince ibérico (Lynx 
pardinus) e da águia-imperial (Aquila adalberti) (Zofio & Vega, 2000). Neste âmbito, a 
extinção do coelho-bravo, ou o seu desaparecimento local, produz um efeito em cascata 
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catastrófico alterando toda a dinâmica de predador-presa (Smith, Sax & Lafferty., 2006; 
Delibes-Mateos et al., 2007). 
1.4. Ameaças 
 
A deterioração e fragmentação do habitat, a par das doenças víricas e da prosperação de 
predadores, desempenharam um papel determinante no declínio das populações de coelho- 
bravo (Trout & Tittensor, 1989; Moreno & Villafuerte, 1995; Ward, 2005; Ferreira & Alves, 
2009). A agricultura intensiva, por deteriorar e fragmentar o habitat, bem como pelos efeitos 
que apresenta em toda a fauna e flora, tem um impacto negativo muito superior à agricultura 
tradicional (Delibes et al., 2000). 
A produção pecuária intensiva contribui também para a degradação do habitat e competição por 
recursos. A terra não utilizada para cultivo é rapidamente transformada em florestas cerradas o 
que não constitui um habitat favorável para o coelho (Ward, 2005). As plantações arborícolas 
em Espanha e Portugal substituíram em muitas situações o habitat tradicional do coelho e dos 
seus predadores e constituem um perigo real de incêndio (Ward, 2005). As alterações 
climáticas, e a própria urbanização, apresentam uma ameaça (Ward, 2005) e, a par da caça 
insustentável, contribuem também para o declínio a longo prazo (Ferreira & Delibes-Mateos, 
2010). 
Apesar de todas as ameaças de origem territorial, alimentar e predatória, as doenças epizoóticas 
assumiram, a partir da segunda metade do século XX, o papel principal na deterioração das 
populações de coelho selvagem (Monnerot et al., 1994), nomeadamente a Doença Hemorrágica 
Viral (DHV) (Liu, Xue, Pu & Qian, 1984) e a Mixomatose (Aragão, 1927; Fenner & Ratcliffe, 
1965), sendo a DHV a causa de extinções locais do coelho- bravo (Ferreira & Alves, 2009). 
A mixomatose apresenta como agente etiológico um Poxvirus com origem na América do Sul, 
principalmente transmido por vetores artrópodes (mosquitos e pulgas) introduzido 
intencionalmente por um agricultor em 1950 em França com o intuito de controlar as 
populações selvagens excessivas de coelho (Angulo & Cooke, 2002). Ocorreu uma mortalidade 
estimada em 90% do coelho-bravo desde 1950 (Virgós et al., 2005), verificando-se depois uma 
recuperação das populações por selecção de estirpes de menor virulencia. Após instalação dos 
sinais (fase sintomática), a morte surge em média em 13 dias (Ward, 2005). Os animais afetados 
são mais suscetíveis à captura pelos predadores (Villafuerte, Calvete, Blanco & Lucientes, 
1995). Os surtos de mixomatose ocorrem com um pico no início do verão (Angulo, 2004). 
A caça em regiões onde as populações continuam reduzidas constitui atualmente uma ameaça 
adicional porque as populações já não têm capacidade para recuperar em condições normais. A 
caça apresenta também uma ameaça indireta por eliminar animais que apresentam resistência 
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às doenças (Delibes et al., 2000). A libertação ilegal de vírus modificados pode vir a constituir 
um grave risco para as populações frágeis que ainda resistem (Ward, 2005). Embora os 
predadores quando em população desregulada, constituam também uma ameaça, apresentam 
em contrapartida um papel sanitário essencial ao capturarem e eliminarem do ambiente os 
indivíduos doentes (Aguado, 2003). 
 
2. Doença Hemorrágica Viral do Coelho 
 
A DHV tem como agente etiológico um Calivírus que surgiu na Europa no fim da década de 
80, causando inicialmente uma mortalidade de 55-75% dos coelhos na Península Ibérica 
(Villafuerte et al., 1995). Apesar das particularidades genéticas que distinguem as duas 
subspécies (O. c. a. e O. c. c.) (Ferrand, 2008a), ambas são altamente suscetíveis à doença 
(Muller et al., 2009), embora a DHV apresente maior relevância no caso do O. c. a. pela sua 
distribuição restrita à Península Ibérica. A taxonomia para os nomes e abreviaturas dos vírus, 
utilizadas neste documento, estão de acordo com o estabelecido em 2017 pelo International 
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). 
A DHV geralmente suprime as populações de coelho durante a época reprodutiva (Mutze et al., 
2002). Contudo, a doença diminui a sua prevalência no verão, permitindo que as últimas crias 
a nascer, em outubro e novembro, tenham maior probabilidade de sobreviver porque 
permanecem protegidas pelos anticorpos maternos até ao fim do surto de DHV (final de 
novembro ou início de dezembro). Este número mais reduzido de juvenis, leva a uma menor 
competição pelo alimento ocorrendo um recrutamento compensatório. Deste fenómeno resulta 
que se verifique uma população crescente no verão (que na Austrália, local onde foi realizado 
o estudo, decorre de Dezembro a Fevereiro), ainda que, inferior à existente antes do surto de 







Figura 5 – Número relativo de coelhos ao longo do ano, antes e após a ocorrência de DHV. Adaptado 
de Mutze et al. (2002). 
 
A morte sobrevém tipicamente 24h após o início dos sinais com um período de incubação 
inferior a 48h, podendo ser de apenas algumas horas (Liu et al., 1984; Xu, Chen, Chen & Yu, 
1985; Villafuerte et al., 1995). A doença causada pelo vírus da doença hemorrágica viral dos 
coelhos (rabbit haemorrhagic disease virus - RHDV), tipicamente surge cerca de um mês após 
o início da época de reprodução (Mutze et al., 2002), e apresenta maior prevalência no fim do 
inverno e na primavera (Angulo, 2004). O aquecimento global pode aumentar a incidência da 
doença por levar a um clima seco e quente na Península Ibérica (Ward, 2005). 
2.1. Agente etiológico e evolução espácio-temporal  
 
A DHV foi descrita pela primeira vez, na cidade de Wuxi, na província de Jiangsu da China, 
em 1984, em coelhos domésticos Angora importados da República Democrática da Alemanha 
(Liu et al., 1984), tendo como agente etiológico o RHDV. Depois, disseminou-se por uma área 
de aproximadamente 50,000 km2, levando à morte de 140 milhões de coelhos domésticos na 
China em menos de 1 ano (Liu et al., 1984; Xu, 1991). Daqui, expandiu-se através do comércio 
de coelhos infetados, ou produtos destes, para a Coreia (Park et al., 1987) e para a Europa, onde 
foi detetada pela primeira vez na Itália, em 1986 (Cancellotti & Renzi, 1991). 
A partir de então, espalhou-se rapidamente ao resto da Europa, tornando-se endémica em 
muitos países (Abrantes et al., 2012b). Na Península Ibérica foi reportada pela primeira vez em 
1988, tanto em Espanha (Argüello et al., 1988) como na ilha da Madeira e, subsequentemente, 
no Arquipélago de Açores (1988 no Faial, 1989 em São Jorge, e 1990 em Santa Maria) (revisão 
em Duarte et al., 2014) e em Portugal continental (Anónimos, 1989), levando a uma redução 




Em 1989, foi também detetada na Índia (Morisse et al., 1991), em 2000, na América do Norte 
(McIntosh et al., 2007) e em muitas outras regiões do globo como Cuba e Uruguai em 2007 
(Farnós et al., 2007; McIntosh et al., 2007). Durante este período, ocorreram surtos da doença 
no Norte de África (Morisse, Le Gall & Boilletot, 1991). Na América do Sul, a doença foi 
detetada em 1988 no México, após a importação de produtos de coelhos da China (Gregg, 
House, Meyer & Berninger, 1991), tendo o último caso sido reportado em 1992 (Gregg et al., 
1991). Este exemplo de erradicação, único no mundo, pode estar relacionado com a ausência 
de populações selvagens de Oryctolagus cuniculus neste país (Abrantes et al., 2012b). 
Tabela 1- Últimos relatos de DHV em alguns países do mundo, reportados à Organização 
Mundial de Sanidade Animal (OIE). 
País Último 
relato 
Dom Selv País Último relato Dom Selv 
Holanda 1S, 2017   Polónia 2S, 2016   
Austrália 1S, 2017   Portugal 2S, 2016   
Benim 2S, 2016   Reunião 2S, 2016   
Chipre 2S, 2016   Espanha 1S, 2017   
Rep. Checa 2S, 2016   Suécia 2S, 2016   
Dinamarca 1S, 2017   Suíça 1S, 2017   
França 2S, 2016   Reino 
Unido 
1S, 2017   
Alemanha 1S, 2017   China 1S, 2016   
Irlanda 1S, 2017   Coreia 2S, 2016   
Malta 2S, 2016   Palestina 1S, 2017   
Nova 
Zelândia 
1S, 2017   Rússia 2S, 2016   
Hungria* 2S,2016   Itália* 2S,2016   
Costa do 
Marfim* 
2S,2016   Noruega* 1S, 2017   
Dom: coelho doméstico; Selv: coelho-bravo; 1S – 1º semestre; 2S – 2º semestre; *Doença foi apenas relatada 
numa região do país.  
Disponível em <http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/statuslist>; acedido a 15 de 
Janeiro de 2018. Uma lista completa de todos os países no mundo, incluindo os relatos desde 2005 encontra-se 
disponível em: <http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/Diseasetimelines> 
 
Na América do Norte, ocorreu o primeiro surto em 2000, no estado de Iowa (Anonymous, 
2000). Foram ainda reportados surtos em Cuba, na Ilha da Reunião e Uruguai (Le Gall-Reculé 
et al., 2003; Farnós et al., 2007). Nota-se uma tendência para a endemicidade em locais onde 
as populações de coelho-bravo estão historicamente presentes (Abrantes et al., 2012b). Por 
outro lado ocorre de forma epidémica ou em surtos raros em zonas onde as populações 
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domésticas e/ou industriais predominam (Abrantes et al., 2012b). Análises filogenéticas 
recentes sugerem que o RHDV patogénico poderá ter-se desenvolvido décadas antes do seu 
primeiro relato e aparecimento na China (Duffy et al., 2009; Kerr, Kitchen & Holmes., 2009). 
A DHV (causada pelo RHDV1) foi testada, através de testes de suscetibilidade de hospedeiro, 
em cerca de 30 espécies de vertebrados tendo apenas sido possível induzir doença na espécie 
Oryctolagus cuniculus (Šmíd, Valíček, Rodák, Štěpánek & Jurák, 1991). Contudo, outras 
espécies foram identificadas como potenciais vetores disseminadores de vírus ou como 
hospedeiro reservatório e a seroconversão foi verificada em espécies que não o coelho 
(Leighton, Artois, Capucci, Gavier-Widén & Morisse., 1995; Merchán et al., 2011). No entanto, 
o RHDV clássico foi detetado em lebres ibéricas selvagens (Lepus granatensis) que tinham sido 
encontradas mortas durante um surto na década de 1990 (Lopes et al., 2014b). O rabbit 
haemorrhagic disease virus 2 (RHDV2) foi identificado na lebre sarda (Lepus capensis var. 
mediterraneus), lebre-italiana ou lebre-da-Córsega (Lepus corsicanus) (Camarda et al., 2014) 
e Lebre-europeia (Lepus europeaus) (Hall et al., 2017). Os trabalhos de Camarda et al. (2014) 
permitiram inferir que a virulência do RHDV2 é reduzida na L. corsicanus quando comparada 
com o O. cuniculus. Assim, o nível de suscetibilidade da L. corsicanus deve ser intermédio 
entre a L. capensis mediterraneus, na qual a difusão e severidade da doença é semelhante ao 
coelho-bravo, e a Lepus europeaus. 
Em agosto de 2010, um caso atípico de DHV foi reportado numa cunicultura no norte de França. 
Cerca de 25% dos animais vacinados para RHDV morreram bem como uma grande 
percentagem dos não vacinados (Le Gall-Recule et al., 2011). Alguns casos semelhantes foram 
subsequentemente relatados tendo o número aumentado acentuadamente no noroeste da França 
a partir de outubro de 2010. Durante este período foram registados também surtos nas 
populações selvagens. As lesões macroscópicas e microscópicas foram típicas da DHV (Le 
Gall-Recule et al., 2011). O vírus mostrou ser geneticamente relacionado, mas distante dos 
isolados de RHDV. A relação filogenética estabelecida com os lagovírus patogénicos e não 
patogénicos através da sequência parcial de nucleótidos do gene da proteína VP60 da cápside 
(354 pb) sugeriram tratar-se de um novo grupo genético (Le Gall-Recule et al., 2011). Este 
novo grupo, inicialmente descrito como nova variante, recebeu a denominação de RHDV2 ou 
de RHDVb, e foi subsequentemente identificado em Itália, em julho de 2011, numa cunicultura 
da província de Udine (Organização Mundial de Sanidade Animal [OIE], 2011). 
O RHDV2 foi reportado em Itália e Espanha em 2011 (Dalton et al., 2012; Le Gall-Reculé et 
al., 2013) e seguidamente em 2012 em Portugal (Abrantes et al., 2013). Este vírus é genética e 
antigenicamente distinto do RHDV não sendo a imunidade conferida pelo contacto com o 
RHDV, protetora para o RHDV2 (Le Gall-Recule et al., 2011; Dalton et al., 2012). O RHDV2 
12 
 
disseminou-se rapidamente nas populações de coelho doméstico da Europa (Le Gall-Reculé et 
al., 2013) e substituiu o RHDV em circulação (Lopes et al., 2014a), provavelmente devido à 
sua capacidade de resistir à imunidade para o RHDV. 
Em 2013, foi reportado no Reino Unido (Westcott et al., 2014) e na Escócia (Baily, Dagleish, 
Graham, Maley & Rocchi., 2014). No arquipélago dos Açores, foi reportado em diversas ilhas, 
em 2015 (M. Duarte et al., 2015). Neste ano foi também reportado na Austrália (Hall et al., 
2015) e ilha de Tenerife (Martin-Alonso et al., 2016), e no ano seguinte na Finlândia (OIE, 
2016) e no arquipélago das Berlengas (Abade dos Santos et al., 2017). No final de 2016, a 
doença foi também detetada no arquipélago da Madeira (Carvalho et al., 2017). A DHV é 
atualmente considerada endémica na maior parte dos países da Europa, Ásia e em algumas áreas 
do Norte de África (Tabela 1) (Abrantes et al., 2012b). 
Le Gall-Reculé et al. (2013) descreveu o RHDV2 como menos virulento que os genogrupos 
G1-G5 e G6. Capucci, Cavadini, Schiavitto, Lombardi & Lavazza (2017) fizeram pela primeira 
vez uma avaliação da virulência do RHDV2 após 2011 e mostraram que as estirpes de RHDV2 
isoladas em 2014 e 2015 em Itália levaram a uma taxa de mortalidade superior a 80% o que se 
aproxima da mortalidade habitualmente induzida pelo RHDV sendo superior em 4 vezes à 
mortalidade relatada para o RHDV2 por Le Gall-Reculé et al. (2013). Capucci et al. (2017) tem 
observado vários surtos naturais de RHDV2 em coelhos de produção caracterizados por altas 
taxas de mortalidade e conclui que estirpes de RHDV2 de maior patogenicidade se têm tornado 
mais prevalentes no campo.  
Este aumento significativo na patogenicidade em apenas alguns anos suporta duas hipóteses 
(Capucci et al., 2017). A primeira, proposta por Elsworth et al. (2014) explica a evolução do 
vírus no coelho-bravo na Austrália propondo que novas estirpes de alta patogenecidade e 
virulência possam ser evolutivamente seleccionadas de modo positivo, permitindo a sua rápida 
disseminação e manutenção nas populações. A segunda hipótese, proposta por Le Gall-Reculé 
et al. (2013), descreve o RHDV2 como um novo vírus emergente e não como um vírus derivado 
do RHDV.  
Os estudos epidemiológicos mostraram que os primeiros casos documentados de DHV por 
RHDV2 ocorreram em França, em abril e maio de 2010, respetivamente, numa cunicultura 
industrial e numa população selvagem (Le Gall-Reculé et al., 2013). A virulência moderada do 
RHDV2 é provavelmente uma vantagem evolutiva e pode explicar a sua habilidade para 
substituir o RHDV altamente patogénico nas populações selvagens. Este acontecimento tinha 
sido predito por Fouchet et al. (2009) que mostrou que estirpes moderadamente virulentas 
relacionadas com o RHDV invadem e persistem nas populações de coelhos selvagens, com 
maior eficácia do que estirpes altamente virulentas ou não patogénicas. 
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Para além do RHDV2 induzir a mortalidade em coelhos com menos de 30 dias (Dalton et al., 
2012), outras características diferenciadoras são indicadas como: taxa mortalidade de 20% em 
coelhos infetados experimentalmente sendo que os 70-80% animais restantes não apresentaram 
sinais típicos de DHV (Le Gall-Reculé et al., 2013), exibe um leque de hospedeiros mais ampla 
infetando várias espécies de lebres causando uma doença DHV-like (Puggioni et al., 2013; 
Camarda et al., 2014). A sequencia proteica da cápside do RHDV2 é apresenta uma 
similaridade de 80% com a do RHDV e um perfil antigénico distinto (Le Gall-Reculé et al., 
2011).  
2.2. Taxonomia viral  
 
O vírus não é passível de cultivo in vitro o que levou a que os primeiros esforços de classificação 
do RHDV fossem infrutíferos (Abrantes et al., 2012b). O Comité Internacional de Taxonomia 
Viral [ICTV] reconhece quatro géneros na família Caliciviridae: Vesivirus, Norovirus, 
Sapovirus e Lagovirus. O RHDV, bem como o EBHSV (European Brown Hare Syndrome 
Virus) pertencem ao género Lagovirus. O EBHSV está intimamente relacionado com o RHDV 
no que respeita aos sinais clínicos, caracterização histopatológica, índice de mortalidade, 
morfologia do virião e antigenicidade, mas não existem evidências de infeção ou proteção 
interespécies (Abrantes et al., 2012b). Apesar destas semelhanças referidas, estes dois vírus são 
dois agentes distintos (Capucci et al., 1991; Marcato et al., 1991; Chasey, Lucas, Westcott & 
Williams, 1992; Wirblich et al., 1994; Lavazza, Scicluna & Capucci., 1996). O EBHSV foi 
reportado pela primeira vez em 1980 na Suécia (primeiramente que o primeiro surto de RHDV) 
afetando a lebre europeia (Lepus europaeus) e a lebre da Eurásia (Lepus timidus) (Löliger & 
Eskens, 1991). O género Lagovirus inclui ainda o grupo de calicivírus não patogénicos (NP-
RCV)  já anteriormente referido, que leva a seroconversão assintomática (Capucci et al., 1996). 
 
2.3. Características Moleculares do Virião 
 
O virião (Figura 6) é de pequena dimensão (28-42 nm de diâmetro) e sem envelope (Valice, 
Smid, Rodak & Kudrna, 1990; Thouvenin et al., 1997; Lavazza, Tittarelli & Cerioli, 2015b). 
Uma grande percentagem das partículas virais apresenta um núcleo eletrão-denso com cerca de 
23-25 nm de diâmetro, com uma orla onde se distribuem 10 projeções regularmente 
distribuídas, com 5-6 nm de comprimento (Capucci et al., 1991; Sibilia, Boniotti, Angoscini, 
Capucci & Rossi., 1995).  
A cápside é composta por 90 capsómeros dímeros arch-like que formam 32 depressões em 
forma de copo (cálix em latim, que atribui o nome à família) e apresenta morfologia icosaédrica 
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organizada em T=3 (Valicek et al., 1990; Capucci et al., 1991; Thouvenin et al., 1997; Bárcena 
et al., 2004). 
 
  
Figura 6 – Fotografia de microscopia eletrónica do RHDV. Foi realizado um homogenado centrifugado 
de fígado de coelhos infetados naturalmente com o vírus. Os viriões apresentam morfologia icosahédrica 
e estão rodeados por um halo eletrodenso de anticorpos. (A) – microscopia eletrónica de imuno-
agregação (IAEM) de um pool de soros diluído 1:40 de animais que sobreviveram após infeção 
experimental (B) Controlo negativo do IAEM, com partículas de RHDV distribuídas isoladas ou em 
pequenos grupos (Lavazza et al., 2015b). 
 
Cada monómero da cápside é composto por um domínio shell (S) que está em profundidade e 
compreende o domínio N-terminal ligado por uma “dobradiça” (hinge) ao domínio P 
(protruding) que abrange a região C-terminal, e que está exposto na superfície do virião (Prasad, 
Rothnagel, Jian & Estes, 1994; Wirblich et al., 1994; Capucci et al., 1995; Lavazza et al., 1996; 
Thouvenin et al., 1997; Bárcena et al., 2004; Hu et al., 2010). 
O domínio P pode ainda ser subdividido nos subdomínios P1 (haste do arco) e P2 (topo do arco) 
(Neill, 1992). Este último subdomínio, P2, localizado na zona mais exposta da cápside, 
apresenta a maior variação genética. Esta variação é estimulada, no mínimo em parte, pela 
pressão de seleção dos anticorpos do hospedeiro que reconhecem regiões deste subdomínio 
(Capucci et al., 1995; Martinez-Torrecuadrada et al., 1998; Bárcena et al., 2004). Esta variação 
ocorre de forma muito rápida, de forma a contrariar o reconhecimento pelos anticorpos, levando 
a aumento da variabilidade genética e variação antigénica (Esteves et al., 2008; Kinnear & 
Linde, 2010). Esta variabilidade é partilhada com todos os vírus de RNA e decorre de uma 
propriedade intrínseca relacionada com a elevada taxa de erro na incorporação de nucleótidos 
pela RNA polimerase dependente de RNA durante a replicação, levando ao aparecimento de 
vários vírus mutantes que ficam disponíveis para seleção e adaptação a novas circunstâncias 
(Steinhauer et al., 1992). As mutações no RHDV ocorrem em todo o genoma, incluindo nos 
genes da polimerase e da proteína da cápside (Lopes, 2016). 
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O domínio S é relativamente constante ao passo que o domínio P contém determinantes 
envolvidos nas interações de recetores entre o vírus e hospedeiro e participa na diversidade 
antigénica viral (Bárcena et al., 2004, 2015; Hu et al., 2010; Luque et al., 2012). 
Os capsómeros possuem uma proeminência em forma de chapéu na região de P2, indicando 
uma estrutura antigénica específica, possuindo dois locais de ligação para anticorpos 
monoclonais (MAb) (Thouvenin et al., 1997; Hu et al., 2010). A variabilidade de aminoácidos 
no subdomínio P2, deve-se, pelo menos parcialmente, à pressão de seleção induzida pelos 
anticorpos do hospedeiro que se ligam nesta região (Martinez-Torrecuadrada et al., 1998; 
Bárcena et al., 2004). 
2.4. Genoma Viral 
 
Na Figura 7 encontra-se esquematizada a organização do genoma do RHDV. A helicase pode 
também receber a denominação de 2C-like ou p37 e a p58 a denominação de RdRp (RNA 
polimerase dependente de RNA). A ORF1 (open reading frame 1) codifica uma proteína que é 
processada na proteína maioritária da cápside viral, a VP60, e nas proteínas não estruturais P16, 
P23, P37 (helicase), P29, VPg, P15 (protease) e RdRp ou P58. Estruturalmente, a proteína 
VP60, pode ainda ser dividida em 6 regiões principais (A a F), das quais as regiões C e E, 
localizadas no subdomínio P2, apresentam a maior diversidade genética (Neill, 1992). O ORF2 
codifica uma proteína estrutural minoritária que é dispensável para a produção de VLPs em 
células de inseto. O sgRNA contém também estas duas ORF, embora na ORF1 não esteja 
presente a sequência codificante das proteínas não estruturais (Abrantes et al., 2012a; Urakova 
et al., 2015). A junção p58-vp60 é um local de recombinação frequente (Meyers et al., 1991), 




Figura 7 – Organização genómica do RHDV. Os triângulos pretos e brancos indicam locais de clivagem 




O virião contém o RNA genómico (gRNA) com cerca de 7,4 kb (7437 nucleótidos) e um RNA 
subgenómico (sgRNA) com cerca de 2,2 kb colinear com a extremidade 3’ do gRNA (Meyers 
et al., 1991, 2000; Wirblich, Thiel & Meyers, 1996). Este sgRNA tem um papel na síntese de 
produtos necessários nas fases intermédia e tardia da infeção (e.g. proteínas estruturais) (Miller 
& Koev, 2000). Estas proteínas estruturais, incluem no caso do RHDV, as proteínas da cápside 
e a VP10 (Neill, Reardon & Heinrikson, 1991; Bog, Marín, Casais, Prieto & Parra, 1992; Sibilia 
et al., 1995). O gRNA e sgRNA são poliadenilados nas suas extremidades 3’ e são 
covalentemente ligados na extremidade 5’, através de um resíduo Tyr-21, à proteína VPg (virus 
genome-linked) (Meyers et al., 1991; Machí, Martín Alonso & Parra, 2001). O RNA viral é de 
cadeia simples e polaridade positiva (Tham, Barnes & Hunter, 1999), sendo o genoma 
organizado em ORFs. A ORF1 compreende o nucleótido 10 ao 7044 e a ORF2 o nucleótido 
7025 ao 7378 (Meyers et al., 1991). A VP60 é o principal alvo da resposta imunitária do 
hospedeiro contra o RHDV e desempenha um papel importante no diagnóstico viral e no 
desenvolvimento de vacinas (Esteves et al., 2008). 
2.5. Filogenia viral 
 
Análises filogenéticas baseadas na sequência nucleotídica do gene vp60, permitiram revelar que 
os lagovírus dos coelhos se distribuem por 4 grupos filogenéticos, cuja separação é fortemente 
suportada (Le Gall-Reculé et al., 2013): 
 
I. isolados patogénicos de RHDV (grupos genéticos G1 a G5) e RHDVa (grupo genético G6); 
II. MRCV, 06-11 e estirpe de Ashington; 
III. isolados patogénicos de RHDV2; 
IV. isolados RCV-A1 da Austrália. 
 
A evolução do vírus parece seguir pois um padrão cronológico (Le Gall-Reculé et al., 2003) 
embora haja evidencias de segregação geográfica (e.g. deteção de um único genogrupo (G5)) 
nos Açores devido ao isolamento insular, predominância do genogrupo G1 na Península ibérica 
tendo os Pirenéus funcionado como uma barreira física à movimentação das populações 
infetadas da Europa central). Todos os seis genótipos (G1 a G6) reconhecidos são altamente 
patogénicos e virulentos para o coelho-bravo (Kerr, Kitchen & Holmes, 2009). O G6 (RHDVa) 
é o subtipo antigénico que se tornou prevalente em certos países incluindo os EUA (McIntosh 
et al., 2007). Outros calicivírus entéricos não patogénicos (NP-RCV) relacionados com o 
RHDV, foram pontualmente identificados na Europa e Austrália (Capucci, Fusi, Lavazza, 
Pacciarini & Rossi, 1996; Strive, Wright & Robinson, 2009; Le Gall-Reculé et al., 2011). 
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Os isolados franceses de RHDV foram organizados em 5 grupos genéticos (G1 a G5) de acordo 
com uma distribuição temporal (Le Gall-Reculé et al., 2003). Posteriormente foi proposta uma 
organização em 3 grupos maiores, um dos quais inclui os grupos genéticos anteriores G3, G4 e 
G5 (Kerr et al., 2009; Kinnear & Linde, 2010). RHDVa forma um grupo genético distinto (G6 
de acordo com Le Gall-Reculé et al. (2003), grupo 1 ou clade D de acordo com Kerr et al. 
(2009) e Kinnear & Linde (2010)) embora exista proteção cruzada quase completa entre os 
genogrupos G1 a G5 e o G6 (RHDVa). 
De acordo com Le Gall-Reculé et al. (2013) a identidade média de nucleótidos entre o RHDV2 
e o RHDVa (G6) era de 82,4% em 2013. O RHDV2 partilha 82% de identidade com o RCV, 
06-11 e MRCV e 80,6% com os isolados de RCV-A1. A identidade de nucleótidos é de 70,4% 
com o EBHSV mostrando que o RHDV2 é próximo dos outros lagovírus do coelho. A 
semelhança de aminoácidos é de 89,2% com os genogrupos G1 a G5 e G6 (RHDVa), RCV, 06-
11 e MRCV, 87,4% com o RCV-A1 e de 76,7% com o EBHSV. De acordo com Kinnear and 
Linde, (2010), as sequências dos genes das proteínas da cápside fornecem informação suficiente 
para permitir uma inferência filogenética robusta. 
Le Pendu et al. (2017) propuseram uma nova nomenclatura em que reconhecem a existência de 
apenas uma espécie de lagovírus (Lagovirus europaeus). Esta por sua vez é divida em dois 
genogrupos: RHDV-related viruses e EBHSV-related viruses. Cada um dos genogrupos pode 
ser subdividido em genótipos, que por sua vez, podem ser subdivididos filogeneticamente em 
variantes desde que bem suportadas por valores de bootstrap. Nesta proposta o RHDV2 é 
designado GI.2. 
2.6. Ciclo viral 
 
Após a ligação do vírus aos recetores celulares, ocorre internalização do vírus. O genoma viral 
é libertado e ocorre tradução no percursor da poliproteína e um processo de co-tradução das 
proteínas não estruturais. Estas últimas, formam um complexo de replicação que sintetiza o 
RNA genómico (gRNA). Este é traduzido em percursor de poliproteína ou é incluído no 
processo de montagem de viriões. O RNA anti-genómico (anti-gRNA) é utilizado como molde 
para a produção de gRNA e anti-gRNA. O anti-gRNA é também utilizado para a produção de 
RNA subgenómico que é traduzido em proteínas estruturais, VP60 e VP10. A VP60, é nos 
lagovírus, também originária do percursor da poliproteína após processamento pela protease 
viral. Original, Humphre, Dalke & Schulten.(1996), Abrantes et al .(2012b) & Carvalho (2017). 
Na Figura 8 encontra-se uma representação esquemática e simplificada do ciclo de replicação 






Figura 8 – Esquema do ciclo viral. As diferentes estruturas encontram-se muito simplificadas e não se 




O RHDV afeta apenas coelhos do género Oryctolagus que, por exemplo, nos Estados Unidos é 
limitado às populações domésticas. Espécies de coelhos selvagens naturais dos Estados Unidos 
não foram suscetíveis à infeção experimental pelo RHDV (United States Animal Health 
Association, 2008). 
O coelho oriental (Sylvilagus floridanus) é um lagomorfo pertencente à família Leporidae, à 
qual pertence também o género Lepus e o género Oryctolagus, suscetível ao EBHSV (Lavazza 
et al., 2015a) mas não suscetível ao RHDV. Contudo, refere-se que, dada a capacidade 
recentemente identificada do RHDV2 infetar outras espécies para além do Oryctolagus 
cuniculus, a possibilidade de o coelho oriental poder também vir a ser infetado por este vírus, 
devendo ser implementada monitorização. 
A via fecal-oral é a principal via de transmissão RHDV (Leuthol, Dalton & Hansman., 2015) e 
a replicação ocorre no citoplasma da célula hospedeira (Xu & Chen, 1989). O coelho mostrou 
expressar antigénios de grupo sanguíneo na superfície do duodeno e também na traqueia e dutos 
biliares (Nyström et al., 2011). Foi demonstrada a ligação dos genogrupos G1 a G5 e G6 
(RHDVa), a antigénios de grupo sanguíneo, dependendo da estirpe e com magnitude variável 
(Nyström et al., 2011). Os antigénios de grupo sanguíneo parecem desenpenhar um papel 
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relevante na infeção actuando como fatores de ligação (ligandos), mas não constituindo o 
principal recetor celular (Nyström et al., 2011). 
Se uma população selvagem se encontra parcialmente protegida por imunidade cruzada, 
adquirida através da infeção previa com calicivirus não patogénicos (NP-RCV), pode haver 
redução da pressão de seleção para coelhos geneticamente resistentes com fenótipos de ligando 
mais fraco para antigénios de grupo sanguíneo (Nyström et al., 2011). 
O primeiro local de replicação do RHDV são as criptas de Lieberkühn, no intestino (Gregg et 
al., 1991), passando depois para o fígado (Marcato et al., 1991), sendo o hepatócito considerado 
o principal alvo de replicação viral, não obstante não expresse antigénios de grupo sanguíneo 
(Ruvoën-Clouet et al., 2000; Nyström et al., 2011). É por isso expectável que existam, nesta 
célula, outros recetores celulares para o vírus (Abrantes et al., 2012b). 
A DHV, quando surgiu (tendo como agente etiológico o RHDV), levou à mortalidade de 70-
100% dos animais adultos infetados (Capucci et al., 2017), embora nos juvenis não se registasse 
doença, ou esta se desenvolvesse numa forma subclínica (Mikami, Park, Kimura, Ochiai & 
Itakura, 1999). Esta distinção na suscetibilidade dependente da idade é ainda pouco 
compreendida, mas pode dever-se a utilização, por parte do vírus, de recetores teciduais 
específicos que apenas surgem no estado adulto (Ruvoën-Clouet, Ganiere, Andre-Fontaine, 
Blanchard & Le Pendu, 2000; Marques et al., 2012). Ruvoën-Clouet et al. (2000) demostraram 
que o vírus se liga a antigénios de grupo sanguíneo, expressos na mucosa do aparelho 
respiratório superior e trato digestivo de animais adultos, sendo que a densidade destes recetores 
nas células da mucosa determina a suscetibilidade/resistência ao RHDV. Nos juvenis, há uma 
menor expressão destes recetores havendo por isso uma ligação fraca do vírus. Contudo, esta 
fraca ligação parece apenas proteger parcialmente os animais da doença (Nyström et al., 2011; 
Abrantes et al., 2012b) o que sugere a existência de mecanismos adicionais na base da menor 
suscetibilidade dos juvenis. 
Coelhos com menos de 3 semanas de idade não desenvolvem a doença quando infetados 
experimentalmente pelo RHDV mas a sua suscetibilidade revela-se crescente a partir das 4 
semanas atingindo um pico às 9 semanas (Morisse et al., 1991). A resposta imunitária dos 
juvenis difere da resposta dos adultos pelo que a evidência de infeção requer uma interpretação 
serológica mais criteriosa (Cooke, Robinson, Merchant, Nardin & Capucci et al., 2000). A 
ausência de infeção por RHDV em coelhos muito jovens pode resultar da ausência de 
hepatócitos ou outras células em quantidade e estadio de desenvolvimento celular suficiente 
para suportar a replicação viral (Cooke et al., 2000). 
A concentração do vírus é máxima no fígado seguindo-se o pulmão, rim e baço (Pu, Xu & 
Zhou., 1984; Chen, 1986). Todas as tentativas de infeção de outras espécies (porco, hamster, 
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ratos, ratinho ou embrião de galinha) a partir de suspensões de tecidos de coelhos infetados 
fracassaram (Wang, Sun & Zhou., 1986a). 
Foi sugerido por Xu, Shen & Liu (1985) que a virémia é responsável pelas lesões, sendo a morte 
súbita a consequencia da disfunção multiorgânica resultante de congestão e edema pulmonar 
extensivos, pneumonia sero-hemorrágica severa, hemorragias focais e necrose do cortex 
adrenal, alterações circulatórias generalizadas dos rins e necrose hepática. A coagulação 
intravascular disseminada (DIC) parece ser importante no desenvolvimento da doença (Sheng, 
Wang & Xu, 1985; Chen, 1986; Xu, Wang & Wang, 1986) pela presença de numerosos trombos 
fibrinosos nos capilares dos rins, pulmão, fígado, cérebro entre outros órgãos (Sheng et al., 
1985; Chen, 1986; She, Chen & Gao, 1986; Xu et al., 1986). Vacuolização do citoplasma, 
edema e degenerescência das mitocôndrias e rutura da membrana plasmática das células 
parenquimatosas do fígado e pulmões bem como das células endoteliais associadas, são 
alterações ultraestruturais comuns (She et al., 1986; Wei et al., 1987). 
Foi demonstrado experimentalmente por Le Gall-Reculé et al. (2013) que o RHDV2 é menos 
virulento que o RHDV, tendo em conta que a mortalidade ocorre mais tardiamente e durante 
um período maior. A doença desenvolvida também difere da induzida pelo RHDV na 
apresentação clínica, tendo em conta que as formas crónica e sub-aguda são mais frequentes na 
doença por RHDV2. As lesões histopatológicas e macroscópicas induzidas pelos dois virus são 
semelhantes (Le Gall-Reculé et al., 2013; Lopes et al., 2014a). Contudo, a frequência de 
degenerescência hepática severa, esplenomegália e icterícia é maior na doença induzida pelo 
RHDV2, reflexo da maior frequência de quadros de doença subaguda/crónica (Le Gall-Reculé 
et al., 2013). A suscetibilidade de coelhos com 11 dias de idade ao RHDV2 já foi reportada (Le 
Gall-Recule et al., 2011; Abrantes et al., 2013; Le Gall-Reculé et al., 2013), sendo que os 
coelhos jovens apresentam lesões macro e microscópicas semelhantes às encontradas nos 
animais adultos (Dalton et al., 2012). A taxa de mortalidade relatada por Dalton et al. (2012) 
para o RHDV2, em adultos e juvenis, foi respetivamente de 20 e 50% para o intervado de tempo 
e local geográfico dos casos estudados. 
O vírus aglutina eritrócitos de ovelha, galinha e todos os tipos de sangue do homem, sendo que 
a aglutinação mais forte ocorre com o tipo O sanguíneo (Liu et al., 1984; Wang, Tian, Qian, 
Chen & Yu, 1986b) mas não aglutina eritrócitos de cavalo, mula, burro, vaca, pato, ganso, 
codorniz, cão, porco, coelho, cobaias, murganhos, ratos e outros roedores (Liu et al., 1984; Xu, 
Wang & Wang, 1985; Chen, 1986; Wang et al., 1986a, 1986b). O teste de inibição da 
hemaglutinação pode ser usado para a deteção de anticorpos anti-RHDV no soro (Pu et al., 
1985). O título de aglutinação foi significativamente reduzido com congelações e 
descongelações sucessivas (Liu et al., 1984) ou tratamento com 0,25% de pancreatina (Wang 
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et al., 1986b) mas não ocorreram alterações significativas após tratamento com clorofórmio, 
pH 3,0 a 8,0, aquecimento a 50ºC durante 60min ou a 56ºC durante 15min (Pu et al., 1984; 
Wang et al., 1986b). O vírus é inativado com 1% de hidróxido de sódio (Chen, 1986) ou por 
0,4% de formaldeído. Este último não reduz a imunogenicidade do vírus (Xu et al., 1985). 
Duas proteínas envolvidas na replicação do RNA viral, nomeadamente uma helicase, a RdRp, 
e uma proteína responsável pelo processo proteolítico da poliproteína maior foram já 
caracterizadas (Boniotti et al., 1994; Vazquez, Martin Alonso, Casais, Boga & Parra, 1998; 
Marin, Casais, Martin Alonso & Parra., 2000). À RdRp foi também atribuído o papel de 
catalisador da uridilação da VPg (Machín, Martín Alonso & Parra., 2001; Machín, Martin 
Alonso, Dalton & Parra 2009). Goodfellow et al. (2005) sugeriu um papel para a VPg na 
tradução. A função das proteínas não estruturais p16, p23 e p29 ainda permanece desconhecida. 
A proteína estrutural minoritária, (VP10) demonstrou ter um papel de estimulação da replicação 
viral e promoção da apoptose (Liu et al., 2008), bem como uma ação de downregulation da 
expressão da VP60 (Chen et al., 2009). Estas considerações parecem sugerir que a VP10 possa 
ter um papel na regulação da replicação viral e na libertação dos viriões das células hospedeiras 
(Chen et al., 2009). 
2.8. Sinais clínicos e lesões anatomo-histopatológicas 
 
O período de incubação da doença varia entre 1 e 3 dias e os animais sucumbem geralmente 
12h a 36h após a instalação de febre (temperatura superior a 40ºC) (Xu & Chen, 1989; Marcato 
et al., 1991) em surtos de RHDV. No caso do RHDV2, 3 isolados diferentes levaram a 80% de 
doença aguda, induzindo a morte em 70 h a 85 h pós- infeção (Capucci et al., 2017). A morte 
por DHV ocorre em média 2-3 min após o início dos sinais neurológicos (Henning, Meers, 
Davies & Morris, 2005). 
 
A DHV pode assumir clinicamente três formas: 
 
1. Forma hiperaguda – normalmente ocorre no primeiro surto da doença em determinado local 
(Xu et al., 1985). A morte súbita é habitual e normalmente não há observação de sinais clínicos 
(Liu et al., 1984; Xu et al., 1985). Pode ocorrer descarga sanguinolenta espumosa das narinas 
ou hemorragia vaginal (Xu et al., 1985). 
 
2. Forma aguda – predomina em áreas onde a doença se tornou epidémica (Xu et al., 1985). Os 
animais infetados geralmente mostram depressão, relutância ao movimento e anorexia. 
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Temperatura corporal igual ou superior a 41ºC nos estádios iniciais após os quais fica normal 
(Xu & Chen, 1988). Geralmente ocorre taquipneia e cianose das mucosas e pele. Alguns 
animais apresentam distensão abdominal, constipação ou diarreia e hematúria (Chen, 1986). 
Podem assumir um decúbito lateral e movimentos descontrolados dos membros. Alguns 
animais morrem durante as convulsões. Outros ficam frenéticos nas gaiolas e emitem um 
“guincho” antes de morrerem (Chen, 1986). Cerca de 20% dos animais apresentam descarga 
sanguinolenta espumosa das narinas (Xu et al., 1985). O curso da doença decorre em 12 a 36h 
(Chen, 1986). 
 
3. Forma subaguda - normalmente ocorre após um curso epidémico (Xu et al., 1985; Xu & 
Chen, 1988). Exibem depressão, anorexia e febre, assemelhando-se à forma aguda. Estes sinais 
clínicos geralmente duram 2 a 3 dias e a maioria dos animais sobrevive ficando resistentes à 
reinfeção (Xu & Chen, 1988). O exame hematológico geralmente revela uma leucopénia severa 
(Chen, 1986). A leucopénia é devida a uma diminuição no número de linfócitos, que descem 
dos cerca de 73% nos animais saudáveis, para 34% nos animais doentes. Contudo, já foram 
reportadas leucocitoses em animais infetados (Chen, Zeng, Ning & Yin., 1987) indicando que 
outros fatores podem afetar este parametro hematológico. 
A infeção pelo RHDV em coelhos com 4 a 5 semanas de idade foi monitorizada por RT-PCR 
por Shien, Shieh & Lee (2000) tendo sido detetado RNA viral no baço e bilis, até 42 dias após 
inoculação. Estes autores verificaram ainda que o tratamento com dexametasona ou com vacina 
para LPC ao dia 42, não permitiram a reativação da replicação viral.  
Na Tabela 2 encontram-se descritas as principais lesões macro e microscópicas, reportadas por 
diversos autores e compiladas por Henning (2003) em animais afetados por DHV. É frequente 
que os quadros lesionais anatomo-histopatológicos não sejam completos, embora o fígado seja 
referido como lesado em todas as descrições, o que se deve ao facto de ser o principal orgão 















Tabela 2 - Principais lesões anatomo-histopatológicas encontradas na doença hemorrágica viral do 
coelho. 
Lesões  
 Macroscópicas Microscópicas 
Fígado Diminuição da consistência, 
hepatomegália, descoloração amarelo 
pálido ou vermelho escuro. Padrão 
lobular marcado. Superfície finamente 
granular. 
Necrose multifocal, principalmente na 
periferia dos lóbulos. Hepatócitos com 
eosinofilia homogénea. Calcificação 
distrófica e fibrose. Infiltração portal e 
sinusoidal por células mononucleadas. 
Anisomorfismo hepatocitário, presença 
de pigmento biliar ou hemossiderina. 
Esteatose microvacuolar. Sinais de 
cirrose hepática na forma sub-aguda. 
Traqueia Hiperémia, presença de fluído 
sanguinolento. 
Hiperémia da mucosa. Infiltração 
leucocitária. Calcificação da mucosa. 
Pulmão Congestão e edema. Hemorragias 
extensas e/ou petequiais. 
 
Hemorragias intra-alveolares. 
Microtromboses nas capilares alveolares. 
Edema alveolar. 
 
Rim Pálido, renomegália, descoloração 
vermelha heterogénea. 
Hiperémia, hemorragias medulares. 
Microtrombos hialinos nos capilares 
glomerulares. Necrose do epitélio 
tubular. 
Baço Esplenomegália. Descoloração vermelho 
escuro. 
Necrose hialina da polpa vermelha. 
Linfopénia e cariorrexis folicular. 




Gastrite catarral com erosões da mucosa. 
Obstipação cecal e estomacal. 
Hemorragias subserosas. 
Necrose das criptas do intestino delgado 
e atrofia das vilosidades. 
Miocárdio Hemorragias do miocárdio. Hemorragias subepicárdicas ou 
miocárdicas e degenerescência dos 
cardiomiócitos. 
Timo Hemorragias. Necrose linfocítica 
Adaptado de Henning (2003). 
2.9. Métodos de Diagnóstico  
 
O vírus não é cultivável em células pelo que o diagnóstico se estabelece pela deteção de i) 
genoma viral, por exemplo RT-qPCR (Duarte et al., 2015), ii) proteína viral, por Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e por imunohistoquímica (Carrasco et al., 1991), iii) 
viriões, por microscopia eletrónica (Lavazza et al., 2015b)), iv) anticorpos anti-RHDV, por 
Western Blotting (Capucci et al., 1995), por ELISA (Ohlinger, Haas, Meyers, Weiland & Thiel, 
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1990) e por hemaglutinação, o primeiro teste utilizado de diagnóstico serológico (Pu et al., 
1985) e, em último caso, v) pela infeção experimental de coelhos (Dalton et al., 2012). 
 
2.10. Preparação de amostras 
 
O diagnóstico anatomo-histopatológico deve incidir sobre o fígado, baço, pulmão, rim entre 
outros orgãos (OIE, 2015a). De acordo com a informação disponivel na literatura, o orgão de 
eleição para o diagnóstico molecular é o fígado, onde se verifica o título viral mais elevado (103 
DL50 a 10
6.5 DL50 / ml de homogeneizado a 10%). A quantidade de vírus presente nos diferentes 
orgãos parece ser proporcional à sua vascularização. Nos casos de doença crónica ou subaguda, 
o soro sanguíneo e o baço podem conter o maior título viral, sendo preferíveis para o diagnóstico 
destes casos (OIE, 2015b). Liu et al. (2015) avaliou a distribuição do vírus nos diferentes 
orgãos. Neste estudo, a matriz que apresentou a maior concentração de RNA viral foi o baço, 
seguido do fígado e rim. O coração, pulmão, traqueia, soro sanguíneo e urina apresentaram 
valores de concentração de RNA viral intermédios, sendo o intestino delgado a matriz que 
apresentou menor concentração. 
O fragmento de orgão recolhido para diagnóstico deve ser homogeneizado com PBS tamponado 
a pH 7,2, para uma concentração final (p/v) de 5-20% e clarificado por centrifugação 3-8000 
rpm durante 5-15 min (Capucci et al., 1991). O sobrenadante pode ser utilizado para o 
diagnóstico por hemaglutinação ou ELISA, ou para extração de ácidos nucleicos. Para a 
visualização por microscopia eletrónica, procede-se a uma segunda centrifugação a 10.000-
12.000 rpm durante 5-15 min antes da ultracentrifugação final (Capucci et al., 1991). Para PCR 
ou RT-PCR, o RNA viral é utilizado diretamente após extração dos tecidos (OIE, 2015b). Para 
melhor preservação do RNA, todos os passos devem ser realizados a 4ºC (Capucci et al., 1991). 
2.11. Interpretação dos resultados dos métodos moleculares 
 
A utilização de diversas vacinas para a DHV e Mixomatose, associados a repovoamentos 
descontrolados e a ausência de identificação dos animais selvagens, deve ser tomada em conta 
na interpretação dos resultados de RT-qPCR pois podem afetá-los. 
O método molecular utilizado para deteção de RNA de RHDV2, foi desenvolvido no INIAV 
(Duarte et al, 2015) consistindo num RT-PCR quantitativo Taqman, recomendado atualmente 
pelo manual da OIE. O valor de Cq (Cycle quantification) é inversamente proporcional à carga 
viral de acordo com a equação y=mx+b, sendo y a carga viral, x o valor de Cq, m o declive da 
reta (- 3.336) e b a ordenada na origem (43.386) (Duarte et al., 2015). 
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Em animais não vacinados e desenvolvendo doença aguda, são obtidos valores de Cq baixos 
(correspondendo a cargas virais altas), sendo a interpretação do diagnóstico molecular fácil e 
direta (Duarte et al., 2015; Carvalho et al., 2017). Naturalmente, apesar do diagnóstico 
molecular ser o diagnóstico definitivo, a sua concordância com a observação de lesões 
histopatológicas é de extrema importância. No entanto, devido às taxas de mortalidade variáveis 
descritas para o RHDV2 (Le Gall-Reculé et al., 2011, 2013; Dalton et al., 2012) devem ser tidos 
em conta outros diagnósticos diferenciais, uma vez que a positividade para o vírus pode não 
estar relacionada com a mortalidade. 
O RNA genómico ou fragmentos de RNA do RHDV podem persistir em coelhos adultos que 
superam a infeção pelo vírus. Tendo em conta que o método de RT-qPCR deteta qualquer 
cadeia de RHDV2, uma vez que a região alvo é altamente conservada, a sequenciação do gene 
Vp60 é necessária para diferenciar as estirpes vacinais de selvagens. 
A alta sensibilidade do método molecular leva a que o RNA viral da vacina inativada possa 
originar sinais positivos fracos no RT-qPCR, se ainda estiver presente nos tecidos. Diversas 
hipóteses podem explicar a presença do RNA vacinal nos tecidos, mesmo utilizando vacinadas 
inativadas, nomeadamente a injeção intravenosa não intencional, o aumento de permeabilidade 
sanguínea no local da injeção ou a associação do vírus inativado a eritrócitos (Eschbaumer et 
al., 2010; Steinrigl, Revilla-Fernández, Eichinger, Koefer & Winter, 2010; De Leeuw et al., 
2015). 
No caso do RHDV2, a quantidade de RNA vacinal nos diferentes tecidos após vacinação, nunca 
foi investigada. Contudo, no que diz respeito ao RHDV, Gall & Schirrmeier (2006) observaram, 
através de um multiplex RT-qPCR 100% específico, que o RNA vacinal não foi detetado 9 
semanas após vacinação, provavelmente devido ao título baixo de vírus contido em cada dose, 
em contraste com o RNA viral decorrente de uma infeção experimental, que foi detetado até 15 
semanas após inoculação (Gall & Schirrmeier, 2006). 
Carvalho et al. (2017) não detetaram vírus vacinal inativado mesmo nos primeiros 15 dias após 
vacinação. De facto, a análise sequencial descartou por completo que o vírus vacinal estivesse 
a interferir no resultado de PCR. Carvalho et al. (2017) mostraram também que a carga viral 
em animais vacinados é muito inferior (valor médio de Cq de 32,01 ± 6,18) à dos animais não 
vacinados domésticos (valor médio de Cq 15,23 ± 3,82) e selvagens (valor médio de Cq 14,33 
± 3,97). 
Nos coelhos domésticos adultos vacinados, foi encontrada uma carga viral média de 4.29x 102 
partículas por mg de fígado, cerca de 80.000 vezes inferior ao estimado previamente em coelhos 
selvagens infetados por RHDV2 com o mesmo método (1.5 x108 cópias/mg) (Duarte et al., 
2015). Esta diminuição na carga viral no fígado em animais vacinados que sofreram infeção, 
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pode refletir o efeito da vacinação na progressão da doença e comprova a sua utilidade dos 
pontos de vista clínico e epidemiológico (Carvalho et al., 2017). 
 
2.12. Transmissão e disseminação 
 
A perpetuação e disseminação dos agentes patogénicos na população hospedeira é influenciada 
por um conjunto de processos epidemiológicos e fatores de interação hospedeiro-demografia. 
A disponibilidade de animais jovens e a mortalidade condicionam a disponibilidade de 
população suscetível à infeção (Wells et al., 2015). Consequentemente, alterações na 
demografia ou epidemiologia espácio-temporal podem influenciar fortemente a dinâmica entre 
o hospedeiro e o agente patogénico (Lloyd-Smith et al., 2005; Fouchet, Marchandeau, Bahi-
Jaber & Pontier, 2007; Peel et al., 2014). 
Com base nas lesões hepáticas causadas pelo vírus, Morisse et al. (1991) hipotetizaram que a 
via fecal-oral seria a principal forma de transmissão. Xu et al. (1985) e Lenghaus, Westbury, 
Collins, Ratnamohan & Morrissy (1994) demonstraram a fácil transmissão da doença entre 
coelhos mantidos em viveiros artificiais, sem insetos, sugerindo a hipótese de que o contato 
próximo entre animais seria suficiente para a transmissão. Também as secreções e excreções de 
animais infetados, pelo, alimento contaminado, água, tesouras, utensílios, veículos e pessoas 
foram descritos como importantes na transmissão da doença (Xu et al., 1985). A via eólica foi 
sugerida como meio de disseminação a grande distância das partículas virais (Chen, 1986). 
Estudos experimentais demostraram também que a via principal de infeção é oral seguida da 
conjuntival, nasal e traumatismo cutâneo (Xie et al., 1986). A morbilidade induzida por estas 
diferentes vias é semelhante em condições experimentais, sendo a mortalidade superior quando 
a via de infeção é oral (Xie, Cheng, Wei, Chen & Yin, 1986). 
A transmissão indireta por insetos é uma via de transmissão por veículo animado (ou vetor). A 
investigação laboratorial de Gehrmann & Kretzschmar (1991) demonstrou que as moscas 
(Phormia spp.) podem transmitir o RHDV2 e Lenghaus et al. (1994) comprovaram a 
transmissão experimental por Culex annulirostris, Spilopsyllus cuniculi e Xenopsylla 
cunicularis. O papel das moscas foi também demonstrado em estudos laboratoriais de ingestão, 
sobrevivência e excreção do vírus ingerido por estes artropodes (Wardhaugh & Rochester, n.d.; 
Asgari , Hardy & Cooke, 1999). De facto, tanto as fezes, como o regurgitado das moscas, podem 
conter partículas virais capazes de infetar coelhos, direta, ou indiretamente através do contacto 
com a vegetação. Estas partículas virais mantiveram-se infeciosas até 9 dias em moscas 
(Schwensow et al., 2014). 
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Sob condições laboratoriais, já foi demonstrada a transmissão por Musca vetustissima (Asgari, 
Hardy, Sinclair & Cooke, 1998) de RHDV a coelhos suscetíveis. 
O modo de transmissão dos vírus pelos insetos pode ser mecânico ou biológico (Chamberlain 
and Sudia, 1961). As moscas podem, teoricamente, transmitir o RHDV por transportarem o 
vírus de coelhos mortos para a conjuntiva de coelhos vivos como foi descrito por Gehrmann & 
Kretzschmar (1991), mas no caso da família Calliphoridae, isto torna-se menos provável 
porque existem habitualmente perto de animais em decomposição mas raramente perto de 
coelhos vivos, pelo que neste caso, a transmissão indireta seria mais provável (Asgari et al., 
1998). 
A ausência de vírus em moscas originadas de larvas removidas de cadáveres de coelhos 
infetados com DHV, e o declínio do RNA viral ao longo do tempo em moscas contaminadas 
sugere que o vírus não infeta, nem replica nos tecidos internos das moscas, permanecendo 
apenas no canal alimentar e no forro cuticular, que é perdido durante a muda. As partículas de 
vírus provavelmente são destruídas durante a metamorfose, pelas alterações que ocorrem no 
intestino (Greenberg, 1973). Asgari et al. (1998) demonstraram que as excreções orais ou fecais 
de moscas podem conter vírus viável e por isso, constituir uma fonte de infeção para os coelhos. 
Os coelhos são relativamente sedentários e territoriais pelo que a transmissão direta entre 
coelhos de diferentes colónias não explica, de forma sustentada, a velocidade de disseminação 
do vírus na natureza (Asgari et al., 1998). A dispersão por predadores como a raposa vermelha 
(Vulpes vulpes) também parece improvável para explicar a taxa de disseminação, mesmo que o 
vírus possa permanecer viável ao longo do trato digestivo destes animais quando ingerem 
cadáveres infetados (Simón et al., 1994). 
Diversos trabalhos na Ilha de Wardang, no sul da Austrália (Gehrmann and Kretzschmar, 1991; 
Lenghaus et al., 1994; Leighton et al., 1995; Frölich et al., 1998) sugeriram existirem diversos 
mecanismos possíveis para a propagação do vírus incluindo: (1) coelho para coelho por 
contacto direto ou contacto com carcaça infetada; (2) transmissão indireta por moscas 
contaminadas, pulgas, mosquitos, carraças ou (3) vetores mamíferos ou aves. 
Foi relatado que o genoma completo do RHDV pode ser recuperado de coelhos que 
sobreviveram à DHV, sugerindo que o material genómico do vírus pode persistir durante a vida 
dos coelhos e ser excretado, com frequência variável, iniciando novos surtos (Forrester et al., 
2003). Contudo, foram realizadas várias tentativas para provar esta hipótese, inclusive com 
utilização de fármacos imunossupressores para estimular a excreção, mas todos fracassaram 
(Shien et al., 2000; Forrester et al., 2003; Gall & Schirrmeier, 2006; Gall et al., 2007). 
Kovaliski et al. (2014) estudaram a reativação do vírus persistente, tornando esta hipótese ainda 
mais remota. Mostram que amostras de vírus colhidas de carcaças de coelhos na Austrália nesse 
28 
 
ano não foram os antecedentes do vírus que viria a ser isolado no ano seguinte. Assim, o vírus 
que se propagou no ano seguinte, provavelmente não teria persistido em coelhos individuais, 
mas, em vez disso, parece ter sido introduzido de novo em cada ano. O vírus parece ser mantido 
ativo durante o ano, provavelmente num hospedeiro reservatório ainda não identificado, e voltar 
a propagar-se às populações de coelhos quando em resultado da época reprodutiva existem 
animais juvenis suscetíveis de originar um novo surto epizoótico (Schwensow et al., 2014). 
Embora a transmissão do RHDV seja possível entre populações de coelhos por contacto direto, 
a sua transmissão entre locais distantes é pouco provável desta forma (Abade dos Santos et al., 
2017). Schwensow et al. (2014) demonstrou que o vírus foi transportado por insetos ou aves 
mais de 20 a 100 km sobre o mar. O vírus pode permanecer viável durante meses em tecidos 
animais dentro de uma toca fresca (McColl et al., 2002; Henning et al., 2005), e no cadáver do 
coelho permanece infetante no mínimo durante 3 meses. O vírus excretado para o ambiente por 
coelhos infetados permanece infecioso até 1,5 meses (Henning et al., 2005). As fezes de animais 
que sobreviveram à doença, podem ser infetantes até 4 semanas após a infeção (Ohlinger et al., 
1990; Gregg et al., 1991). Šmíd et al. (1991) demonstraram a resistência do RHDV, que 
permaneceu infecioso depois de submetido 2 dias a 60ºC e até 225 dias a 4ºC. McColl et al. 
(2002) mantiveram carcaças de coelhos infetados a 2ºC e colheram amostras de fígado até 30 
dias após a morte. Apenas as amostras retiradas até o dia 20 foram capazes de infetar e levar à 
morte coelhos suscetíveis, tendo, depois disso, apenas existido seroconversão em alguns 
animais. 
Os surtos epidémicos de DHV usualmente têm início em novembro e vão diminuindo até março 
do ano seguinte (Xu et al., 1985). A incidência diminuta no verão e outono foi explicada pela 
influencia da temperatura ambiental mais elevada na sobrevivência do vírus no ambiente (Liu 
et al., 1984; Xu et al., 1985; Xu et al., 1985). O surto epidémico geralmente dura 7-13 dias, 
atingindo o pico em 2 a 3 dias (Xu et al., 1985). 
Asgari et al. (1998) sugeriram que as moscas dos géneros Calliphora e Chrysomya, pela sua 
biologia e hábitos alimentares, seriam potenciais vetores do RHDV. As características que as 
tornariam vetores prováveis incluem: alimentarem-se de animais vivos ou mortos (Greenberg, 
1973), possuírem armaduras bocais capazes de penetrar 3-4 camadas de células da pele (Kovacs 
et al., 1986), regurgitarem durante ou depois de morderem (Medveczky et al., 1988), terem 
potencial para transmitir o vírus direta ou indiretamente através de superfícies contaminadas 
(Asgari et al., 1998). As moscas são capazes de se movimentar 7-15 km por dia (Greenberg, 
1973), podendo explicar a disseminação do vírus a longas distâncias e para territórios insulares, 
como foi reportado recentemente no arquipélago das Berlengas (Abade dos Santos et al., 2017). 
O facto dos insetos (moscas e mosquitos) serem portadores de RNA viral, demonstrado por 
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positividade no RT-PCR, não significa que sejam capazes de transmitir o vírus a coelhos 
suscetíveis, como foi evidenciado por McColl et al. (2002). 
Asgari et al., (1998) demonstraram que o vírus permanece mais de 7h nas patas das moscas. De 
acordo com McColl et al. (2002) o RT-PCR é mais sensível para a deteção do RHDV do que a 
prova biológica. Gehrmann & Kretzschmar (1991) descreveram que são necessárias 10-100 
partículas virais para induzir a doença nos coelhos. Guittre et al. (1995) e Gould et al. (1997) 
reportaram que o RT-PCR é capaz de detetar 12 e 5-10 cópias genómicas por 100mg de tecido, 
respetivamente, isto é, menos do que a quantidade mínima capaz de produzir doença por 
inoculação em coelhos. 
O vírus e a doença pode ser transmitido da carcaça de um animal infetado para um animal 
suscetível pelo menos até 95h após a morte do animal (McColl et al., 2002). Coelhos suscetíveis 
podem morrer após exposição a moscas que tenham tido contacto com carcaças infetadas 
intactas ou expostas. Assim é evidente o papel das carcaças infetadas na transmissão da doença 
em ambiente natural, independentemente de estar intacta ou de as vísceras já terem sido 
expostas por um necrófago (McColl et al., 2002). O vírus pode persistir infecioso no fígado de 
carcaças até 3 semanas a 22ºC (McColl et al., 2002), sendo possível que estas permaneçam 
como fonte de infeção, via vetores ou diretamente, no mínimo durante o mesmo período no 
ambiente. Apenas 1 em 13 das amostras dos insetos positivas ao PCR, continham vírus 
suficiente para causar a doença quando inoculado em coelhos suscetíveis (McColl et al., 2002). 
Os autores consideraram que, na maioria das amostras, o vírus havia sofrido degradação 
intestinal durante o período em que os insetos contaminados permaneceram nas armadilhas 
antes da análise. Uma observação que suporta esta hipótese é a morte de um único coelho após 
a inoculação, tendo este sobrevivido durante 5 dias, manifestamente mais do que o tempo 
habitualmente descrito de 36-48h (Lenghaus et al., 1994). 
Já foi relatada a produção de anticorpos após a inoculação ou administração oral de RHDV 
numa longa lista de vertebrados (Leighton et al., 1995; Buddle et al., 1997). Em duas espécies 
de roedores (Mus spretus e Apodemus sylvaticus), que partilham o habitat com os coelhos 
selvagens, também já foi detetado RNA de RHDV (Merchán et al., 2011). 
Tem sido sugerido que para além do papel como reservatórios, os roedores são provavelmente 
vetores mecânicos (Schirrmeier et al., 1990), apesar de não existirem estudos experimentais 
que o comprovem. No estudo recente de Rocha, Alda, Pagés & Merchán (2017) nenhum dos 
roedores mostrou alterações clínicas ou lesões anatomo-histopatológicas após a fase de contacto 
com coelhos inoculados, tendo sido detetado RNA viral nas fezes e/ou fígado. A presença do 
RNA de RHDV no fígado dos roedores sugere replicação viral ativa, apesar de não terem sido 
detetadas lesões consistentes com DHV, observadas nos coelhos. O M. spretus (e possivelmente 
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o A. sylvaticus) foi capaz de manter o RNA viral durante pelo menos 64 dias. A ingestão de 
fezes de coelhos pelos roedores (Valverde, 1967), combinada com a sua natureza ubíqua, 
utilizando muitas vezes as tocas dos coelhos como abrigo (Delibes-Mateos et al., 2008) tornam 
provável o papel catalisador desta espécie na transmissão e epidemiologia da doença. 
2.13. Impactos social, económico e ambiental 
 
A doença leva a elevadas perdas de carne e produtos técnicos (peles e pelo) e tem um impacto 
negativo devastador nas populações selvagens de coelho-bravo e consequentemente nas 
espécies que dependem direta ou indiretamente deste leporídeo (Gregg et al., 1991; Xu, 1991; 
Mitro & Krauss, 1993; Delibes-Mateos et al., 2007). O coelho-bravo desempenha na Península 
Ibérica um importante papel cultural e económico, sendo caçado desde setembro a dezembro 
em todo o país. 
Monterroso et al. (2016) descreveram o impacto do RHDV2 em duas populações de coelhos 
bravos que sofreram um declínio de 60-70% e a associação deste declínio à diminuição de cerca 
de 65,7% do icónico lince ibérico e à redução de 45,5% da fecundidade da águia imperial 
espanhola. O declínio de coelho selvagem tem interferido com outras cadeias tróficas levando 
a que os seus predadores tenham necessidade de encontrar presas alternativas para a 
sobrevivência, como o sardão (Lacerta lepida) (Eng. Ricardo Paiva, (INIAV), comunicação 
pessoal). 
2.14. Perspetivas de controlo da doença e do declínio do coelho 
 
O desenvolvimento de vacinas comerciais eficientes que protegem totalmente contra a doença 
permitiram o seu controlo em cunicultura industrial (Lavazza & Capucci, 2012). Apesar das 
populações de coelho terem diminuído drasticamente (> 90%) desde o século passado (Delibes-
Mateos et al., 2009; Ferreira and Delibes-Mateos, 2010), têm sido observadas tendências 
positivas em habitats com estrutura e alimento favoráveis e solos suaves propícios à escavação 
(Calvete, 2006; Delibes-Mateos et al., 2009; Ferreira, 2012). 
Utilizando um modelo simplista, Calvete et al. (2005), demonstrou que o impacto da caça na 
dinâmica populacional é principalmente determinado pelo nível de seleção daquela, 
nomeadamente sexual e etária. A caça é realizada em parte durante a época reprodutiva e pode, 
por isso, conduzir à redução do tamanho da população reprodutora desse ano bem como ao 
abate de fêmeas em gestação (Calvete et al., 2005). A reprodução nessa espécie é adaptada para 
otimizar o uso dos recursos alimentares em ambientes variáveis. Esta adaptabilidade permitiu 
a disseminação do coelho em vários ecossistemas de regiões temperadas e mediterrâneas em 
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todo o mundo (Tablado et al., 2009). Os surtos de DHV são epizoóticos e sazonais em algumas 
populações de coelho-bravo, sendo que, em regiões frias da Austrália o vírus é menos efetivo 
como agente de biocontrolo do que nas regiões secas (Cooke & Fenner, 2003). 
Quando a DHV emerge na indústria, a vacinação é um dos primeiros procedimentos 
recomendados para controlo da doença, mas a implementação de medidas sanitárias é o 
procedimento mais comumente adotado. As medidas de controlo recomendadas pela OIE 
incluem a occisão de emergência da totalidade das populações afetadas, sendo recomendado 
um vazio sanitário durante o período mínimo de 4 semanas. Coelhos “sentinela” deverão ser 
introduzidos em pequenos números antes do repovoamento completo (Argüello-Villares, 
1991). Contudo, as medidas de controlo sanitário têm provado ser insuficientes porque não 
impedem os surtos de DHV mesmo em estabelecimentos de reprodução intensiva, reforçando 
a necessidade da vacinação (Argüello-Villares, 1991). 
Cerca de 15 anos após a utilização da estirpe Czech CAPM-v351 como agente de biocontrolo 
na Austrália, começou a ocorrer recuperação das populações de coelhos (Saunders et al., 2010), 
devendo-se potencialmente, ao desenvolvimento de imunidade protetora para esta Estirpe 
(Mutze et al., 1998; Cooke et al., 2000; McPhee et al., 2009), desenvolvimento de resistência 
genética ao vírus (Nyström et al., 2011; Elsworth et al., 2012) ou devido à presença de 
calicivírus não patogénicos, funcionando como vacina natural imperfeita (Strive et al., 2009, 
2013). 
A imunidade humoral é muito importante para proteger os coelhos da DHV (Argüello-Villares, 
1991; Lauren, Vautherot, Madelaine, Le Gall & Rasschaert., 1994) e os anticorpos IgG 
maternos, adquiridos durante a fase tardia da gestação por via placentária, ou através do colostro 
(Lorenzo Fraile, comunicação pessoal), podem ser relevantes para a resistência dos juvenis 
(Cooke, 2002). Estas IgG podem persistir até às 12 semanas de idade (Cooke, 2002). 
No caso do RHDV, os animais podem sobreviver, quando infetados por estirpes menos 
virulentas, resultantes das populações virais com grande heterogeneidade genética (em alguns 
casos referidas como quasiespécies) gerada durante a replicação, como resultado da 
incorporação incorreta de nucleotidos pela RNA polimerase. Em alguns casos, a substituição 
de um ou alguns nucleótidos leva à produção de estirpes virais atenuadas ou contrariamente, a 
um incremento das características de virulência ou a facilidade de transmissão (Kinney, 
Tsuchiya, Sneider & Trent., 1992; Domingo et al., 1998; Wang et al., 1999; De Lamballerie et 
al., 2008). 
Diversos estudos epidemiológicos de campo na Austrália demonstraram que na maioria das 
populações de coelhos, os episódios de DHV ocorrem anualmente, ou ocasionalmente a cada 
dois anos, apesar do seu impacto nas populações ser bastante variável de acordo com a região 
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geográfica (Henzell, Cunningham & Neave., 2002). Estas diferenças são em parte explicadas 
pela presença de calicivírus não patogénicos do coelho, mais prevalente nas zonas húmidas e 
frias do sudeste e sudoeste da Austrália. Estes vírus apatogénicos imunizam parcial e 
temporariamente os coelhos contra o impacto da DHV (Jahnk, Holmes, Kerr & Wright, 2010; 
Liu et al., 2012; Strive et al., 2013). 
A situação epizoótica criada com o aparecimento do RHDV2 levou à produção urgente de novas 
vacinas inativadas e à autorização provisória de utilização destas nos Estados membros da 
União Europeia. 
Enquanto a vacinação comercial foi de extrema importância na cunicultura industrial, a 
vacinação de coelhos-bravos é económica e logisticamente impraticável (Abrantes & Esteves, 
2010). Diferentes técnicas de gestão são testadas atualmente para tentar reverter o declínio do 
coelho-bravo, com ajustes na pressão cinegética, controlo de predadores, maneio de habitat, 
repovoamentos, vacinação e medicação (Ferreira and Delibes-Mateos, 2010). É perceptível que 
as populações mostram recuperar melhor em zonas de caça sujeitas a boas práticas de gestão, 
do que em zonas sem regime cinegético (Delibes-Mateos et al., 2009). 
2.15. A DHV como modelo animal da Medicina Humana 
 
Tunon et al. (2003) descreveram a DHV como um modelo animal para a insuficiência hepática 
aguda no homem utilizando a infeção experimental do coelho. A DHV apresenta semelhanças 
clínicas, anatomopatológicas e quanto ao modo de transmissão em relação à hepatite viral 
fulminante B, C e E do Homem (Mikami et al., 1999). O intervalo entre a infeção e a morte, 
permite na maioria dos animais, uma janela terapêutica ampla, sendo este um pré-requisito de 
um bom modelo animal, permitindo o estudo de diversas opções terapêuticas e monitorização 
dos seus efeitos. As lesões hepáticas desempenham um papel patogénico central e são 
histologicamente semelhantes à hepatite fulminante na espécie humana (Mikami et al., 1999). 
Recentemente, García-Lastra et al. (2010) e Tunon, Alvarez, Culebras & González-Gallego 
(2009) demonstraram que a doença causa uma forma de hepatite viral que partilha muitas 
características com a hepatite fulminante humana incluindo as hemorragias, encefalopatias e 
hipertensão intracraniana. Tendo em conta que a infeção pelo RHDV constitui um modelo 
altamente reprodutível de falência hepática aguda induzida por vírus, é sem dúvida um ótimo 






Capítulo II - Materiais e Métodos 
 
A estratégia metodológica adotada neste trabalho está representada na Figura 9. 
 
 
Figura 9 – Resumo da estratégia metodológica adotada no estudo. 
 
1. Origem dos animais. Critérios de inclusão e exclusão 
 
Os animais analisados foram obtidos de várias origens geográficas (Tabela 4) tendo, para tal, 
sido estabelecido um grupo na rede social Facebook denominado “Recuperação do Coelho-
Bravo”, em Março de 2017, do qual fazem atualmente parte cerca de 1800 membros, incluindo 
caçadores, gestores de caça, entre outros. Foi realizado um inquérito preliminar a 200 caçadores 
registados neste grupo, cujos resultados foram publicados na revista Veterinária Atual, em Maio 
de 2017 (Abade dos Santos, 2017). 
Foi realizado exame de necrópsia a 73 animais, dos quais 49 coelhos-bravos , 2 lebres ibéricas 
(Lepus granatensis), 1 sacarrabos (Herpestes ichneumon), 1 texugo (Meles meles), 1 toirão 
(Mustela putorius), 18 roedores (17 Apodemus sylvaticus e 1 Eliomys quercinus) e 1 pardal-
comum (Passer domesticus). Os animais foram entregues pelos vários colaboradores no 
Laboratório de Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina Veterinária à medida que foram 
sendo encontrados no campo, tendo sido transportados frescos ou congelados, consoante a 
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rapidez na entrega. Os animais foram sujeitos a uma pré-seleção com base no seu estado de 
conservação. A ausência de vísceras ou um estado decomposição avançado que comprometesse 
o exame histopatológico, levou à rejeição de coelhos-bravos de diferentes origens. 
Os coelhos foram classificados como adultos quando a epífise ulnar distal se encontrava 
completamente ossificada e o seu peso era superior a 800g, correspondendo a uma idade 
superior a 7 meses (Soriguer, 1980; Alves & Moreno, 1996; Gonçalves et al., 2002). No caso 
da Quinta dos Penedinhos, onde existe o registo dos nascimentos, a idade é apresentada em 
dias. 
 
2. Caracterização dos locais de origem da amostra 
 
Os dois locais de colheita que assumiram o papel central neste estudo foram a Quinta dos 
Penedinhos, em Sintra, e a Herdade do Infantado, em Santarém. No entanto foram também 
recebidos animais de outros locais, tal como detalhado na Tabela 4. 
A Quinta dos Penedinhos (Figura 10), encontra-se localizada numa zona de reserva natural, no 
concelho de Sintra. Dispõe de condições naturais excepcionais para criação de coelho-bravo 
(Orycolagus cuniculus algirus) e dedica-se também à reprodução em cativeiro de Perdiz-
vermelha (Alectoris rufa). Está instalada numa área de 8,5 ha com 4.800 m2 de edificações onde 
está implantado um centro cinegético dedicado à reprodução das duas espécies referidas.  
 
 
Figura 10 – Ortofotomapa da Quinta dos Penedinhos. A área total dos diferentes espaços dedicados à 
criação de coelho-bravo totaliza 10.000m2, compreendendo parques de reprodução/proteção, 
alimentação e recria. 
 
Dispõe de alvará do ICNF para a reprodução de coelho-bravo e perdiz-vermelha, sendo 
considerada uma referência nacional de genética do coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus 
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algirus). Iniciou a atividade em 2009, e tem obtido em média 500 láparos, anualmente, dos 
quais cerca de 325 chegam à idade adulta, situando a taxa de mortalidade anual em cerca de 
35%. Os coelhos são alimentados através de um prado permanente suplementado com ração 
adequada à fase de desenvolvimento ou reprodução em que se encontram. 
A Herdade do Infantado (Figura 11), localizada em Samora Correia, no distrito de Santarém, 
dispõe de 800 ha, dos quais uma parte se encontra vedada a muro em todo o seu perímetro. 
Encontra-se registada no ICNF como uma zona de caça Turística (processo n.º 4855-ICNF). É 
nesta porção que, desde abril de 2016, está em curso um projeto de recuperação da população 
de coelho-bravo. O projeto envolve o levantamento semanal das densidades das populações, a 
recuperação das condições ecológicas arbustivas e de acesso a água, a implementação de 




Figura 11 – Ortofotomapa da Herdade do Infantado, Samora Correia. A vermelho encontra-se 
delimitada a área dedicada à reprodução do coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus algirus) em 
ambiente natural. 
A população cresceu muito rapidamente e passou de cerca de 50-80 animais em abril de 2016 
para um número superior a 500 em abril de 2017, tendo a contagem de tocas ativas passado de 
30 para 240 no mesmo intervalo de tempo. Até ao momento da escrita deste documento, os 
números continuaram a aumentar significativamente. Os animais são diáriamente fotografados 
e filmados por câmaras instaladas em pontos estratégicos da reserva. Existe ainda um controlo 
muito periódico de predadores e uma vigilância e prospeção diárias de evidências de patologias. 
Na Tabela 3 são apresentadas as principais diferenças existentes entre a Quinta dos Penedinhos 
e a Herdade do Infantado que permitiram avaliar aspectos distintos da ecoepidemiologia e 




Tabela 3 - Caracterização dos locais mais significativos de origem da amostra: Quinta dos Penedinhos 
e a Herdade do Infantado. 
DIFERENÇAS ENTRE OS DOIS PRINCIPAIS LOCAIS DE AMOSTRAGEM  
DE COELHO-BRAVO 




LOCAL Sintra Santarém 
REGIME Semi-intensivo Extensivo 
ISOLAMENTO Vedação (rede) Área extensiva (murada) 
VACINAÇÃO RHDV, RHDV2 e Mixomatose - 
DESPARASITAÇÃO Frequente (subcutânea) Periódica (oral) 
ALIMENTAÇÃO Ração e pastagem Pastagem e cereais 
REGISTO DE 
MORTALIDADE 
Detalhado e rigoroso Dependente da prospeção 
 
Estes dois locais, pelo tipo de gestão cuidada que têm, permitiram desde o início do presente 
trabalho o estudo de diferentes fatores e a implementação simultânea de várias metodologias 
para colheita de insetos, roedores e mesocarnívoros. As diferenças que se encontram resumidas 
nas Tabela 3, permitem analisar alguns parâmetros da produção que podem influenciar a 
epidemiologia da doença, com principal enfoque para a vacinação. Os animais que foram 
recolhidos de outros locais, foram incluídos no estudo por forma a aumentar a amostragem no 
que toca aos padrões de distribuição viral nas matrizes e lesões histopatológicas, permitindo 
uma avaliação estatística mais robusta entre animais vacinados e não-vacinados. Tendo em 
conta que atualmente são muito frequentes os repovoamentos com coelho-bravo em muitas 
zonas de caça, face a redução drástica dos efetivos das populações selvagens, a hipótese de 
existirem coelhos vacinados em estado selvagem é elevada. A vacina utilizada para RHDV2 
em Portugal, confere uma imunidade de 6 meses, sendo expectável o estabelecimento de 
imunidade eficaz 7 dias após a vacinação (BRC, 2017). Assim, foi assegurado que os animais 
incluídos no grupo dos vacinados (VAC) já tinham sido vacinados há mais de 7 dias. Da mesma 
forma, os animais incluídos no grupo dos não-vacinado (NVAC), provieram de locais onde a 
vacinação ou repovoamento, não são efetuados, de acordo com o que foi informado pelo gestor 
da reserva de caça de origem. Sempre que num local ocorreu vacinação ou repovoamento no 
passado, os animais amostrados só foram incluídos no estudo quando estes atos tinham sido 
realizados há mais de um ano. 
 






Tabela 4 – Cronologia da amostragem utilizada neste estudo (data de colheita (ano/mês), local, espécies, número de exemplares). 
ANO 2017 2018 
MESES MAR ABR MAI JUN JUL AG OUT NOV DEZ JAN FEV 
QUINTA DOS PENEDINHOS 
ESPÉCIE Cb Insetos Cb Roedores Cb  Cb 
N 14 >403 7 14 9 1 
DIAS 8 a 9 7 a 27 9 a 27 27/04 a 10/05    9 














Cb e Sr 
  







N 1 5 2 38  >2165   1       1        4                1 2 1 1 
DIAS 1 13 a 15 28  09 a 30 2  14/10 a 04/11 3 24 11 
OUTRAS ORIGENS 
                       LOU.       SOU.  CAR.                                      LOU.                                                               BUC. 
ESPÉCIE Cb Cb Cb  Cb  Cb  
N 1 2 1 2 2 
DIAS 9 15 18 26 26 
Cb – coelho bravo (Oryctolagus cuniculus algirus); Li – Lebre ibérica (Lepus granatensis); T – Toirão (Mustela putorius); Sr – Sacarrabos (Herpestes 
ichneumon); T - Texugo (Meles meles). * Animais encontrados perto da Herdade (num raio de 2-10 km exteriores aos seus limites murados. As diferentes 





3. Critério de grupamento dos animais 
 
Por uma questão de simplificação da identificação dos materiais e maior robustez do tratamento 
estatístico, os animais foram agrupados em função da sua origem geografica e temporal e foi-
lhes atribuida uma sigla, tal como explicitado na Tabela 5. Os grupos VAC e NVAC, que 
integram respetivamente, coelhos vacinados e não vacinados para RHDV2, apenas incluiram 
os animais positivos ao RT-qPCR para Doença Hemorrágica Viral de acordo com os resultados 
da virologia em seguida apresentados (Tabela 20). Sempre que coelhos, vacinados ou não, 
apresentaram resultado duvidoso ou negativo ao dignóstico molecular de RHDV2, foram 
incluídos, respetivamente nos grupos DUV e Negativo. 
 
Tabela 5 – Grupos de coelhos-bravos de acordo com a origem geográfica e mortalidade 

















































QP3 Quinta dos 
Penedinhos 
Junho a Agosto 7 
HI2 Herdade do 
Infantado 
03/12/17 2 
Lou1 Loures 09/03/2017 1 
 
Negativo 
HI3 Herdade do 
Infantado 
24/01/18 1 
QP3 Quinta dos 
Penedinhos 
Junho a Agosto 2 
Total    49 





4. Exames de necrópsia 
 
Os animais que chegaram em boas condições de conservação foram sujeitos a necrópsia no 
próprio dia, ou no dia seguinte, por forma a assegurar as melhores condições para os exames 
histopatológicos e virológicos. Os animais entregues congelados ( -20ºC) em sacos de plástico 
individuais, foram descongelados lentamente a 4ºC, cerca de 48h antes da necrópsia. O exame 
macroscópico foi realizado de acordo com o Manual de Necrópsia Veterinária (Peleteiro et al., 
2016). Foi atribuído um código a todos os animais, sendo todos os procedimentos realizados de 
forma cega até ao momento da análise dos resultados. As necrópsias das lebres, roedores, 
mesocarnívoros e aves foram efetuadas em separado dos coelhos-bravos, para evitar 
contaminação. 
 
5. Colheita para análise virológica 
 
Para evitar problemas de contaminação as necrópsias foram realizadas em separado, de acordo 
com a proveniencia e por surto, assegurando uma distância de 10 cm entre cada cadáver. As 
colheitas de orgãos foram realizadas logo após a exposição das cavidades abdominal e torácica. 
Foram colhidas oito matrizes para virologia pela seguinte ordem: fígado, baço, rim, pulmão, 
ventrículo esquerdo, duodeno, fezes e de uma amostra de orelha para análise genética. A 
sequência escolhida relaciona-se com a ordem pela qual os orgãos se tornam acessíveis durante 
a necrópsia, visando também a minimização da conspurcação de amostras subsequentes, quer 
por sangue, quer pelo conteúdo gastro-intestinal. As amostras foram colhidas com recurso a 
uma lâmina de bisturi esterilizada, distinta para cada matriz, por forma a reduzir a contaminação 
virológica. Foi assegurada a troca de luvas e material de disseção entre animais. As matrizes 
foram armazenadas em tubos eppendorf de 1,5ml RNAse-free a -20ºC. Procedeu-se à colheita 
de 2 amostras de pulmão para utilização do lavado pulmonar, como alternativa a soro 
sanguíneo, em futuros ensaios de serologia. A colheita das fezes foi realizada através de um 
corte transversal do recto, e passagem daquelas diretamente para o eppendorf através de 
movimentos realizados sobre o intestino, evitando assim a contaminação dos outros materiais. 
A colheita do ventrículo esquerdo em detrimento de coração integral teve por objetivo, a 
obtenção de músculo cardíaco, evitando-se assim a recolha simultânea de sangue, presente nas 
outras câmaras cardíacas. Estudos prévios, que utilizaram a matriz coração não detalharam este 
aspecto, sendo portanto questionável a hipótese de contaminação significativa por sangue (Liu, 
Dang & Wang, 2015). Para as duas lebres-ibéricas (Lepus granatensis) foi seguido o mesmo 
protocolo. No caso dos roedores e mesocarnívoros foram colhidas as mesmas matrizes, embora, 







6. Colheita para análise histopatológica 
 
Foi realizada a colheita, sempre que possível, dos seguintes orgãos, mesmo que não 
apresentassem lesões macroscópicas: fígado, baço, duodeno, estômago, rim, coração, traqueia, 
esófago, pulmão e timo. As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% durante pelo 
menos 72 horas. O processamento foi realizado num aparelho automático do modelo Leica 
TP1020. Os cortes histológicos, com 3 micrómetros de espessura, foram efetuados num 
micrótomo de Minot e corados com Hematoxilina e Eosina (H&E). Na avaliação das lesões dos 
diversos orgãos foram identificados quais os padrões predominantes (Tabelas 9 a 17), 
permitindo a análise comparativa entre os quadros lesionais histopatológicos identificados nos 
animais do estudo. A análise histopatológica foi sempre realizada de forma cega, 
desconhecendo-se a origem do animal ou resultado do diagnóstico molecular. As fotografias 
foram obtidas com uma câmara digital Olympus DP23. 
Como grupo de referência para as lesões histopatológicas, foram utilizados orgãos fixados em 
formol tamponado a 10%, colhidos de quatro coelhos infetados laboratorialmente com RHDV 
e de quatro coelhos infetados com RHDV2, gentilmente cedidos pelo Centro de Investigación 
y Tecnologia Agroalimentaria de Aragón. Os orgãos remetidos constavam de fígado, baço, 
pulmão, intestino delgado, rim e timo. 
7. Captura de roedores 
 
Foram utilizadas doze armadilhas Sherman e seis armadilhas Live (Figura 12) para a captura 
indolor de pequenos roedores, utilizando como isco manteiga de amendoim ou isco comercial. 
As armadilhas foram vigiadas de 8 em 8 horas, tendo sido colocado no seu interior algodão para 
maior conforto dos animais após a captura. Os animais que foram detetados com vida dentro 
das armadilhas, foram occisados com recurso a deslocação cervical e mantidos a -20ºC em 











Figura 12– Armadilhas para captura de roedores; Sherman (à esquerda) e Live (à direita) (Fotografias 
originais do autor)  
8. Captura de insetos e sua identificação 
 
Para a captura de insetos foram utilizadas duas armadilhas elétricas de modelo OVI (Figura 13). 
Estas armadilhas dispõem de luz ultravioleta com ação atrativa, e de uma ventoinha para gerar 
uma corrente de ar que empura os insetos para dentro de um contentor a seco (não visível na 
imagem). As armadilhas foram acionadas entre as 20:00h e as 8:00h. Os insetos foram 
recolhidos todos os dias de manhã e mantidos a -20ºC até o momento da identificação. A 
identificação dos insetos foi feita à lupa, com recurso a diversas chaves taxonómicas disponiveis 
no Manual de Entomologia de Barrientos (2004). 
 
 






9. Captura de ixodídeos e identificação 
 
Para a captura de ixodídeos foi utilizado o método da toalha turca (Figura 14), durante as 
primeiras horas da manhã com captura susequente por pinça. Os ixodídeos foram depois 
armazenados a -20ºC até o momento da identificação, feita com recurso ao Atlas de 
Parasitologia Veterinária da FMV-UL (Fonseca et al., 2017). Depois de agrupados 












Figura 14 – Método de toalha turca para captura de ixodídeos (Fotografia original do autor). 
 
10. Preparação das amostras para os exames virológicos 
 
Uma amostra de cada uma das sete matrizes recolhidas dos coelhos e lebres, e das três matrizes 
recolhidas dos roedores e mesocarnívoros, foi preparada para extração de RNA viral. Para o 
efeito, a amostra foi macerada manualmente com recurso a lâmina de bisturi e seguidamente 
preparado um homogeneizado em tampão fosfato-salino (PBS), a 10% (p/v) no caso dos 
coelhos, e a 20% (p/v) no caso das outras espécies. Os homogeneizados foram colocados em 
tubos eppendorf RNAse-free e armazenados a -80ºC. Sempre que possível, foram constituídos 
pools de 10-50 insetos pertencentes à mesma espécie/género ou família, macerados em 400 µl 
de PBS, utilizando esferas de zircónio num disruptor celular Fastprep FP120. Os ixodídeos 
foram macerados em 400 µl de PBS utilizando esferas de aço inox e o mesmo disruptor celular. 
No momento da extração, os homogeneizados foram descongelados à temperatura ambiente, 
clarificados a 3,000g durante 5 minutos e o RNA extraído a partir de 200 μl do sobrenadante, 
correspondendo a cerca de 20 mg de tecido/material biológico, num extrador automático 
BioSprint 96 (Qiagen, Hilden, Alemanha) com recurso ao MagAttract 96 cador Pathogen Kit 
(Qiagen). No total, foram preparadas e extraídas cerca de 420 matrizes. O RNA extraído foi 
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conservado a -80ºC. Foi utilizado o mesmo protocolo de extração para os insetos e e para as 
diferentes matrizes de lebres, mesocarnívoros, roedores e aves.  
 
11. Análise Virológica 
 
As amostras foram testadas para a presença de RHDV2 utilizando a técnica de RT-qPCR 
(Duarte et al., 2015), capaz de detectar cerca de 9 moléculas de RNA de RHDV2. Na Tabela 6 
lista-se as sequências dos oligómeros (primers) e da sonda utilizados, assim com as suas 
localizações no gene da VP60. Este RT-PCR quantitativo em tempo real gera um fragmento de 
127 pb, específico do RHDV2, não detetando portanto as estirpes clássicas (RHDV). 
Foram utilizados dois kits de RT-PCR (One-Step RT-PCR (Qiagen) e AgPath-ID™ One-
Step RT-PCR (Invitrogen Life Science Technologies)), seguindo-se os protocolos 
recomendados pelos respetivos fabricantes, sendo as reações efetuadas num volume de reação 
de 25 μl. O método utilizado foi desenvolvido pelo INIAV para deteção específica de RNA de 
RHDV2, e encontra-se listado e recomendado no manual da OIE (OIE, 2015b). Para garantir a 
validação da técnica, foram utilizados controlos onde a amostra teste foi substituida por RNA 
da Estirpe 1017PT13 (accession number KJ683896) (um controlo positivo por ensaio) ou por 
água PCR-grade (3 a 5 controlos negativos por ensaio). A reação de RT-qPCR foi realizada 
num sistema de tempo real CFX-96 (Bio-Rad) num formato de placa ótica de 96 poços. 
Todos os PCR foram repetidos e validados sempre que os resultados não foram consistentes. 
Foram consideradas negativas as amostras que não apresentaram fluorescência ou cujo valor de 
Cq foi superior a 38,0 (valor de cut-off previamente estabelecido para limite de positividade). 
No âmbito deste estudo, os resultados foram também considerados negativos mesmo com 
valores ligeiramente abaixo de Cq 38 (Cq >36) quando o valor de florescência basal foi baixo 
(<500) e a curva apresentou uma forma não sigmóidal (e.g. de rampa), reveladora de que a 
fluorescência não aumentou de forma exponencial, expectável numa reação de amplificação 
pela polimerase. Uma vez que todos as matrizes foram processadas nas mesmas condições, e 
para maior facilidade na análise, foram utilizados os valores de Cq e não as cargas virais. No 
entanto, para proporcionar ao leitor uma ideia dos seus significados, apresentam-se de seguida 
alguns valores, cujo cálculo considerou o fator de diluição dos macerados (10%), a quantidade 
de sobrenadante extraído (200l), o volume de eluição dos ácidos nucleicos (100l), o volume 
utilizado na reação de PCR (10l) e se referem a cargas virais prováveis por mg de tecido, órgão 






Tabela 6 – Características dos oligómeros e sonda utilizados na técnica de RT-PCR em tempo real.  
















Adaptado de Duarte et al. (2015) 
 
Para confirmar a presença do RHDV2 e simultaneamente descartar a eventual co-presença de 
RHDV, foi também realizado um RT-PCR convencional numa subamostragem do surto QP1. 
Este RT-PCR, dirigido para a região terminal do gene vp60, permite amplificar um fragmento 
de 384 pb tanto em estirpes de RHDV como em estirpes de RHDV2. Primeiramente foi 
realizada a síntese de cDNA utilizando um oligo dT como primer (dado que o RNA viral é 
poliadenilado) e o kit para transcrição reversa SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Thermo 
Scientific™) nas condições indicadas pelo fabricante. De seguida, foi realizado um PCR 
utilizando o par de primers, RC9F e RC10R (tabela 7) e o kit comercial Phusion High Fidelity 
DNA Polymerase (New England Biolabs, Thermo Scientific®) nas condições indicadas pelo 
fabricante. O produto do PCR foi corrido em gel de agarose a 2% (m/v) em Tampão TBE (Tris, 
borate and EDTA), onde foi previamente incorporado GelRed (Biotium) para visualização dos 
fragmentos de DNA sob luz ultravioleta. A electroforese destes fragmentos foi efectuada em 
paralelo com um marcador comercial de massas moleculares conhecidas (1 kb DNA ladder, 
SIGMA). As bandas correspondendo ao tamanho esperado foram purificadas utilizando o KIT 
NZYTech-colum de acordo com as instruções do fornecedor. O DNA purificado foi 
sequenciado pelo método de Sanger, utilizando o KIT comercial BigDyeTM Terminator v1.1 
Cycle Sequencing Kit (Life technologies, Foster City, CA) num Automated 3130 Genetic 
Analyzer system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As sequências parciais obtidas, 
editadas no programa SeqEd,  bem como a homologia encontrada contra uma base de dados 









Tabela 7– Par de oligómeros utilizados para confirmação e posterior sequenciação do vírus de RHDV 
e RHDV2.  







RC-9 Sense ATCATGTTCGCGTCTGTCGTCAGG  
384 pb 
6685 1381 
RC-10 Antisense GCGCCTGCAAGTCCCAATCC 
 
7071 27nt*  
Adaptado de Tham et al. (1999) & Duarte et al. (2015). Foi utilizada como referência a estirpe RHDV-N1. 
* a jusante do codão stop TGA 
 
12. Análise Estatística 
 
A distribuição dos dados obtidos para os diferentes grupos de amostragem foi analisada 
utilizando o software IBM SPSS Statistics 25, tendo sido observada a ausência de distribuição 
normal. Assim, todo o tratamento dos dados foi realizado com recurso a testes não paramétricos. 
A análise comparativa de prevalências foi realizada utilizando o teste exato de Fisher (Tabela 
18). Na análise das variáveis relacionadas (e.g. matrizes do mesmo animal) foi utilizado o teste 
Related-Samples Wilcoxon Signed Rank (Tabelas 21 e 22). Na análise de variáveis 
independentes (e.g. valores de Cq dos diferentes animais) foi utilizado o teste Independent-
Samples Mann-Whitney U (Tabela 23). Tendo em conta a amostra reduzida foi assumido o nível 
de significância para o teste bilateral. O valor de p apresentado corresponde a um nível de 






















1. Exames de necrópsia 
 
Os resultados do exame de necrópsia encontram-se resumidos na Tabela 8. Os animais 
encontram-se agrupados de acordo com o estabelecido na Tabela 5. 
 
Tabela 8– Resumo das alterações macroscópicas encontradas à necrópsia dos coelhos-bravos. 
GRUPO  LESÕES OBSERVADAS 
QP1 (n=14) Apenas em três animais (21%) foram encontradas lesões macroscópicas 
normalmente encontradas na DHV: fígado pálido e friável, lesões 
congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, fígado e rins. 
QP2 (n=7) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins ocupando > 50% da extensão do órgão (Anexo III). 
QP3 (n=7) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins presentes, mas em muito baixo grau (1-3 focos de 
hemorragia/órgão).  
QP4 (n=1) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins ocupando > 50% da extensão do órgão. 
Plg (n=1) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins ocupando > 50% da extensão do órgão. 
 
Lou1 (n=1) 
Não foi encontrado um padrão de DHV, o animal estava num estado de 
caquexia avançado (1 em 5 na escala de CC). Conspurcação dos membros 
posteriores e região perianal. Foram encontrados oocistos de Eimeria spp ao 
esfregaço, > 50 oocistos/campo de grande ampliação – coccidiose intestinal. 
Lou2 (n=2) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins ocupando > 50% da extensão do órgão. 
HI1 (n=7) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins ocupando > 50% da extensão do órgão. 
HI2 (n=2) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins, mas em muito baixo grau (1-3 focos de hemorragia/órgão). 
HI3 (n=1) Não foram observadas lesões macroscópicas. 
Sou (n=2) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins ocupando > 50% da extensão do órgão. 
Buc (n=2) Fígado pálido e friável, lesões congestivo-hemorrágicas no baço, pulmão, 
fígado e rins ocupando > 50% da extensão do órgão. 





2.1. Padrões lesionais histopatológicos estabelecidos 
 
Os padrões lesionais identificados na sequência da análise histopatológica dos cadáveres 
necropsiados, foram normalizados para cada órgão como se descreve nas Tabelas 9 a 17. 
 












F#1 – Congestão discreta. (Figura 15).  
F#2 – Congestão marcada a severa com distensão dos 
sinusóides. (Figura 16). 







F#4 - Necrose difusa dos hepatócitos alternando com zonas de 
vacuolização. As células necrosadas apresentam acidofilia do 
citoplasma e núcleo em cariorrexis (Figura 18).  
F#5 – Zonas de necrose acelular alternando com zonas de 
picnose e eosinofilia dos hepatócitos (Figura 19).  
F#6 – Necrose difusa dos hepatócitos com eosinofilia do 
citoplasma. Mais de 50% das células exibem núcleo, estando 
este picnótico. Sem padrão zonal, mantendo a arquitetura 
trabecular (Figura 20). 
F#7 – Necrose difusa grave generalizada dos hepatócitos com 
dissociação das trabéculas. Menos de 50% dos hepatócitos 
















P#1 – Edema alveolar focal ou difuso, com ou sem congestão 
(Figura 22). 
P#2 – Congestão e edema alveolar. Hemorragia intralveolar em 
focos (Figura 23). 
P#3 – Congestão muito marcada dos capilares alveolares. 
Zonas restritas de espessamento dos tabiques interalveolares 
com atelectasia moderada a severa. Pneumonia intersticial 
focal. 
Congestão e 
edema não são 
predominantes 
 
P#4– Espessamento dos tabiques interalveolares, por vezes 
com infiltração de células mononucleadas. Edema alveolar e/ou 
congestão. Pode estar presente atelectasia de vários graus. 
Pneumonia intersticial difusa (Figura 24). 
P#5 – Granuloma de centro necrótico, formado por células 









T#1 – Sem alterações significativas (Figura 25). 
T#2 – Congestão da lâmina própria da mucosa. 
T#3 – Edema muito acentuado da lâmina própria, com diminuição marcada 
do lume. Os vasos linfáticos e capilares sanguíneos surgem 
extraordinariamente distendidos (Figura 26). 
T#4 – Hemorragia difusa da lâmina própria (Figura 27). 
 






ID#1 – Descamação do epitélio das vilosidades que surgem discretamente 
deformadas. 
ID#2 – Descamação do epitélio e das vilosidades, estando estas, curtas e 
deformadas. Infiltração da lâmina própria por células mononucleadas. 
ID#3 – Necrose quase total da mucosa sendo apenas evidentes algumas 
glândulas dispersas. Hipertrofia do GALT.  
 




C#1 – Sem alterações significativas. 
C#2 – Presença de serosidade acumulada entre as fibras. Degenerescência 
granulosa dos cardiomiócitos, com perda da estriação (Figura 28). 
 










B#1 – Zonas de congestão. 





B#3 – Hipoplasia linfoide (Figura 29). 
B#4 – Necrose subcapsular e/ou focos de necrose dispersos. 
B#5 – Necrose da polpa vermelha e necrose discreta das 
células linfoides dos folículos da polpa branca (Figura 30). 
B#6 – Congestão da polpa vermelha com necrose. Necrose 
quase total das células linfoides da polpa branca. 
 
Tabela 15 – Padrões histopatológicos estabelecidos para o estômago. 
Estômago E#1 – Sem alterações significativas. 













R#1 – Distensão dos capilares da cortical e medular (Figura 31). 
R#2 – Acidofilia discreta das células tubulares. 
R#3 – Glomerulite trombosante praticamente generalizada. Discreta degenerescência 
granular das células tubulares (Figura 32). 
R#4 – Congestão. Discreta distensão tubular na cortical com presença de serosidade 
levemente acidófila. Os tubos medulares surgem com severa atrofia do epitélio e 
retenção de serosidade intraluminal (Figura 33). 
R#5 – Necrose difusa do epitélio tubular, principalmente cortical (Figura 34). 
 
Tabela 17 – Padrões histopatológicos estabelecidos para o timo. 
 
Timo 
TI#1 – Congestão da cortical ou focos de hemorragia. 
TI#2 – Hipoplasia linfoide (Figura 35). 


















Figura 15 – Fígado - Padrão F#1 (H&E, 100x) 
 
Figura 16 – Fígado - Padrão F#2 (H&E, 100x) 
 
Figura 17 – Fígado - Padrão F#3 (H&E, 100x) 
 
Figura 18 – Fígado - Padrão F#4 (H&E, 100x) 
 
Figura 19 – Fígado - Padrão F#5 (H&E, 100x) 
 




Figura 21 – Fígado - Padrão F#7 (H&E, 100x) 
 
Figura 22 – Pulmão - Padrão P#1 (H&E, 100x) 
 
Figura 23 – Pulmão - Padrão P#2 (H&E, 100x) 
 
Figura 24 – Pulmão - Padrão P#4 (H&E, 100x) 
 
Figura 25 – Traqueia - Padrão T#2 (H&E, 100x) 
 
Figura 26 – Traqueia - Padrão T#3 (H&E, 100x) 
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Figura 27 – Traqueia - Padrão T#4 (H&E, 100x Figura 28 – Coração - Padrão C#2 (H&E, 100x)  
 
Figura 29 – Baço - Padrão B#3 (H&E, 100x) 
 
Figura 30 – Baço - Padrão B#5 (H&E, 100x) 
 
 
Figura 31 – Rim - Padrão R#1 (H&E, 40x) 
 
 




2.2. Distribuição da frequência dos diferentes padrões histopatológicos 
2.2.1. Animais infetados naturalmente 
 
Na Tabela 18 são apresentados os resultados da distribuição dos padrões lesionais dos diferentes 
órgãos no grupo VAC e NVAC (descritos na Tabela 5). É apresentado o resultado da análise 
comparativa entre estes dois grupos através do valor de p. Em algumas situações, foi encontrado 
mais do que um padrão no mesmo órgão tendo sido todos apresentados na Tabela 18. 
É apresentada ainda a distribuição dos mesmos padrões lesionais no grupo de coelhos com 
resultado duvidoso ao RT-qPCR. 
Não se identificaram lesões histopatológicas no pâncreas, esófago e estômago passíveis de 





Figura 33 – Rim - Padrão R#4 (H&E, 100x) 
 
Figura 34 – Rim- Padrão R#5 (H&E, 40x) 
 
Figura 35 – Timo – Padrão TI#2. (H&E, 40x) 
 




Tabela 18– Distribuição dos diferentes padrões lesionais nos órgãos analisados nos grupos de coelhos-
bravos vacinados (VAC) e não-vacinados (NVAC) e análise comparativa da frequência de cada padrão 
entre os dois grupos. 
GRUPO (n) PADRÕES LESIONAIS DO FÍGADO 
 F#1 F#2 F#3 F#4 F#5 F#6 F#7 
VAC (21) 1 4 2 1 4 7 2 
NVAC (15) 0 1 1 0 0 4 11 
p value  1,000 0,376 1,000 1,000 0,125 0,142 0,001** 
DUV (10) 0 0 1 0 2 0 7 
 PADRÕES LESIONAIS DO PULMÃO  
 P#1 P#2 P#3 P#4 P#5 
 
VAC (21) 8 4 7 1 1 
NVAC (15) 7 3 0 5 0 
p value  0,736 1,000 0,027* 0,028* 1,000 
DUV (10) 8 2 0 0 0 
 PADRÕES LESIONAIS DA TRAQUEIA  
 T#1 T#2 T#3 T#4 
 
VAC (21) 16 3 3 0 
NVAC (15) 4 0 8 3 
p value  0,006** 0,025* 0,025* 0,064 
DUV (10) 1 0 8 1 
 PADRÕES LESIONAIS DO RIM  
 R#1 R#2 R#3 R#4 R#5 
 
VAC (21) 2 15 0 2 3 
NVAC (15) 0 5 6 1 5 
p value  0,500 0,041* 0,003** 1,000 0,236 
DUV (10) 0 2 0 0 8 
 PADRÕES LESIONAIS DO BAÇO   
 B#1 B#2 B#3 B#4 B#5 B#6 
 
VAC (21) 1 0 11 2 3 6 
NVAC (15) 0 1 3 0 10 1 
p value  1,000 0,417 0,083 0,500 0,002** 0,200 
DUV (10) 0 2 5 0 3 0 
 PADRÕES LESIONAIS DO TIMO  
 SAS TI#1 TI#2 TI#3 
 
VAC (21) 5 14 2 0 
NVAC (15) 6 0 4 5 
p value  0,465 <0,001** 0,210 0,008** 
DUV (10) 1 0 7 2 
 PADRÕES LESIONAIS DO DUODENO  
 SAS ID#1 ID#2 ID#3  
VAC (21) 0 14 4 4 
NVAC (15) 1 0 7 7 
p value  0,417 <0,001** 0,141 0,141 





 SAS C#1 
 
VAC (21) 0 21 
NVAC (15) 2 13 
p value  0,167 <0,001** 
DUV (10) 0 10 
*p value < 0,05. **p value<0,01. VAC – coelhos vacinados para RHDV e RHDV2; NVAC – coelhos 
não vacinados para RHDV e RHDV2. DUV – coelhos com resultado duvidoso ao RT-qPCR. SAS – 
sem alterações significativas exceto as decorrentes do processo de autólise. Em algumas situações foram 




2.2.2. Animais infetados laboratorialmente 
 
Na Tabela 19, encontram-se resumidos os padrões de lesão histopatológica identificados nos 4 
coelhos infetados laboratorialmente com RHDV2/b e nos 4 coelhos infetados com RHDV, 
cedidos pelo Centro de Investigación y Tecnologia Agroalimentaria (CIITA) (Aragón, 
Espanha). 
 
Tabela 19 – Distribuição dos diferentes padrões de lesão histopatológica presentes em coelhos 
infetados laboratorialmente com RHDV2/b ou RHDV.  








































RHDV2/b – rabbit haemorragic disease virus 2; RHDV – rabbit haemorragic disease virus. É apresentado o 
padrão de lesão histopatológico, de acordo com as Tabelas 9 a 17 e a sua percentagem relativa na amostra. 
 
3. Resultados de Virologia 
 
3.1. Estudo comparativo de 4 kits de RT-PCR 
De forma a avaliar a robustez do método de deteção usado, procedeu-se a um estudo 
comparativo dos valores obtidos com 4 kits comerciais RT-qPCR disponíveis no mercado. 
Utilizou-se a mesma preparação de RNA, previamente testada positiva a RHDV2. Não se 
observaram diferenças significativas entre os vários kits (Figura 37), no sentido em que todos 
detetaram o RNA viral, embora com níveis de fluorescência um pouco variáveis. Em alguns 
kits foi mais evidente o efeito inibidor de excesso de RNA, verificando-se uma redução 
acentuada nos níveis de fluorescência, embora os valores de Cq tenha sempre aumentado com 













Figura 37 – Resultados do RT-qPCR para deteção de RHDV2 (Duarte et al., 2015) obtidos com 4 kits 
comerciais. Do azul mais claro para o azul mais escuro, foi utilizada respetivamente, a mesma 
preparação de RNA viral em natureza, na diluição 1/10 e na diluição 1/100. Por esta sequência referida, 
obtivemos os valores de Cq com o NZYTech Probe: 19,59, 21,16 e 24,42; com o NZYTech Speedy: 
18,08, 21,07 e 24,75; com o AgPath: 16,10, 18,73 e 23,11 e com o Qiagen: 17,26, 20,87 e 24,32. 
3.2. Resultados do RT-qPCR dos coelhos positivos 
Os animais contemplados na descrição da amostragem (Tabela 4) que apresentaram um valor 
de Cq>38,00 em todas as matrizes (negativos para RHDV2 ao RT-qPCR) foram excluídos dos 
grupos de surto correspondentes (Tabela 5). Os animais que apresentaram valores de Cq > 35,00 
e inferior a 38,00 em pelo menos uma matriz, bem como apresentaram alterações 
histopatológicas compatíveis com DHV foram considerados duvidosos para RHDV2 e 
agrupados em separado (secção 3.3) e submetidos a análises adicionais no sentido de esclarecer 
o diagnóstico final. Os animais foram classificados como positivos para RHDV2 quando os 
resultados de RT-qPCR nas 7 matrizes apresentaram valor de Cq <35,00 ou sempre que se 
observou valores de Cq <25,00 no fígado, baço e/ou pulmão. Na Tabela 20 encontra-se o 
resumo dos resultados obtidos no RT-qPCR com as diferentes matrizes. É apresentado o valor 





Tabela 20 –Resultados de RT-qPCR dos coelhos positivos e duvidosos (Cq<38,00). 







VACINAÇÃO FÍGADO BAÇO DUODENO FEZES RIM PULMÃO 
VENTRÍCULO 
ESQUERDO 
QP1 14 60 RHDV e RHDV2 30,72 30,86 31,85 32,84 33,74 29,36 31,81 
QP2 7 75 RHDV e RHDV2 32,38 31,25 31,19 29,83 31,25 29,85 31,40 




(n = 5) 
> 38 
(n = 6 
> 38 
(n = 6) 
> 38 
(n = 5) 
> 38 
(n = 7) 
>38 
(n = 4) 
>38 










(n = 3) 
29,716 
(n = 5) 
QP4 1 A  13,76 13,04 18,27 21,47 14,11 11,75 17,41 
Plg 1 A  36,33 38,01 33,78 38,01 36,44 28,96 34,32 
Lou1 1 J  38,01 38,01 38,01 38,01 38,01 36,87 33,93 
Lou2 2 A  38,01 38,01 29,79 35,90 32,62 37,45 35,82 
HI1 7 3J, 4A  21,05 19,46 23,44 24,14 23,78 21,04 21,80 
HI2 2 J  38,01 38,01 38,01 38,01 38,01 35,56 34,25 
Sou 2 A  15,99 17,35 16,67 36,95 19,63 27,65 28,72 
Buc 2 A  20,08 20,51 23,09 23,10 22,17 20,85 21,06 
Os valores apresentados representam médias sempre que se referem a mais do que 1 animal. O significado das siglas atribuídos aos grupos encontra-se descrito na Tabela 5. A 




Na Figura 38 é apresentado o resultado do PCR em tempo real, de um coelho vacinado positivo 
para RHDV2. Nas condições utilizadas, o animal apresentou um Cq médio de 33,26. 
 
 
Figura 38 –Resultado do RT-qPCR de um coelho vacinado, positivo para RDHV2. (pulmão (laranja), 
baço (verde-oliva), rim (turquesa), fígado, sem amplificação (vermelho), ventrículo esquerdo (roxo), 
duodeno (limão) e fezes, sem amplificação (preto). 
  
Tabela 21 – Valores de Cq encontrados nas diferentes matrizes dos animais vacinados (VAC; n=21). 
ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA DOS VALORES DE Cq DO GRUPO VAC 
OBTIDOS NAS DIFERENTES MATRIZES (p-VALUES calculados pelo Related-Samples 
Wilcoxon Signed Rank Test)  
MATRIZ FÍGADO BAÇO DUODENO FEZES RIM PULMÃO 
VENTRÍCULO 
ESQUERDO 
FÍGADO  0,455 0,872 0,856 0,654 0,05* 0,737 
BAÇO   0,205 0,263 0,112 0,05* 0,351 
DUODENO    0,940 0,455 0,023* 0,931 
FEZES     0,794 0,099 0,654 
RIM      0,002** 0,305 
PULMÃO       0,008** 
ANÁLISE DESCRITIVA 
Cq mínimo 13,27 14,17 16,18 21,29 23,82 15,62 26,12 
Cq máximo 38,01 38,01 38.01 38,01 38,01 36,08 38,01 
Cq médio 31,28 20,64 32,06 32,17 33,40 28,31 32,63 
σ 8,01 7,22 5,73 6,46 4,67 5,92 3,70 
*p value < 0,05. **p value < 0,01 
 
Na Tabela 21 apresentam-se os resultados da análise estatística comparativa baseada nos 
valores individuais ou médios de Cq obtidos que refletem as cargas virais sendo a sua relação 
inversamente proporcional. Foram procuradas diferenças entre os valores de Cq encontrado nas 
diferentes matrizes de cada coelho do grupo VAC, sendo apresentado o valor de p. 
Na Figura 38 é apresentado o resultado do PCR em tempo real, de um coelho não vacinado e 
positivo para RHDV2. 
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Neste animal, todas as matrizes foram positivas e os valores de Cq baixos (Tabela 19 e Figura 
39), muito provavelmente pelo facto de não ter imunidade adquirida por contacto prévio com 




Figura 39 – Resultado do RT-qPCR de um coelho não vacinado positivo para RDHV2. (pulmão 
(laranja), baço (verde-oliva), rim (turquesa), fígado (vermelho), ventrículo esquerdo (roxo), duodeno 
(limão) e fezes (preto)). 
 
Os resultados da análise estatística comparativa para identificação de diferenças significativas 
entre os valores de Cq obtidos em cada coelho, nas diferentes matrizes dos animais do grupo 
NVAC, são apresentados na Tabela 22. São apresentados os valores de p. 
 
Tabela 22 – Valores de Cq presentes nas diferentes matrizes dos animais não-vacinados (NVAC; 
n=15). 
ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA DOS VALORES DE Cq DO GRUPO NVAC 
OBTIDOS NAS DIFERENTES MATRIZES (p-VALUES calculados pelo Related-Samples 
Wilcoxon Signed Rank Test)  
MATRIZ FÍGADO BAÇO DUODENO FEZES RIM PULMÃO VENTRÍCULO 
ESQUERDO 
FÍGADO  0,064 0,191 0,023 0,0211 0,975 0,211 
BAÇO   0,281 0,008* 0,125 0,594 0,233 
DUODENO    0,027* 0,776 0,307 0,650 
FEZES     0,009** 0,009** 0,008** 
RIM      0,211 1,000 
PULMÃO       0,221 
ANÁLISE DESCRITIVA DOS VALORES DE Cq 
Cq mínimo 11,28 12,34 12,45 18,91 12,35 10,57 13,64 
Cq máximo 38,01 38,01 33,92 38,01 36,44 38,01 38,01 
Cq médio 22,49 22,10 23,24 27,62 23,94 23,54 24,65 
σ 9,822 9,60 6,92 6,92 7,14 8,58 7,98 




Na Tabela 23 encontram-se os resultados da análise estatística comparativa para identificação 
de diferenças significativas nos valores médios de Cq encontrados nas diferentes matrizes, entre 
os coelhos dos grupos VAC e NVA, sendo apresentado o valor de p. 
 
Tabela 23 – Valores de Cq presentes nas diferentes matrizes entre os grupos de coelhos-bravos VAC e 
NVAC. 
 COMPARAÇÃO DOS VALORES MÉDIOS DE Cq ENTRE OS  
COELHOS VACINADOS VS NÃO-VACINADOS 
 FÍGADO BAÇO DUODENO FEZES RIM PULMÃO VENTRÍCULO 
ESQUERDO 
p value 0,025* 0,016* 0,001** 0,053 <0,001** 0,077 0,007** 
Diferença 
Cq 
-8,79 -8,54 -8,82 -4,55 -9,46 -4,77 -7,98 
*p value < 0,05. **p value < 0,01 
 







PERCENTAGEM DE POSITIVIDADE (P) E NEGATIVIDADE (N) DAS DIFERENTES 
MATRIZES NOS GRUPOS VAC E NVAC 
FÍGADO BAÇO DUODENO FEZES 
 
RIM PULMÃO VENTRÍCULO 
ESQUERDO 
N P N P N P N P N P N P N P 
VAC  24,0 76,0 19,3 81,3 9,3 90,7 33,7 66,3 24,0 76,0 0,0 100,0 9,3 90,7 
NVAC 
13,3 86,7 20,0 80,0 0,0 100,0 13,3 86,7 0,0 100,0 6,7 93,3 0,0 
100,
0 
p value  0,67 1,00 0,50 0,25 0,06 0,42 0,50 
N – valor de Cq < 38,00; P – valor de Cq < 38,00. 
 
Os resultados da análise estatística comparativa para identificar diferenças significativas na 
frequência de matrizes positivas entre os grupos VAC e NVAC são apresentados na Tabela 24. 
3.3. Resultados duvidosos do RT-qPCR  
 
O grupo de animais cujos resultados foram considerados duvidosos para a presença de RHDV2 
(DUV) inclui dez coelhos-bravos (n=10) compreendendo um animal do Lou1, sete animais do 
grupo QP3 e dois do grupo HI2. Estes animais foram excluídos dos grupos de origem para 
permitir a análise estatística mais robusta (Tabela 5). Foram considerados duvidosos por 
apresentarem pelo menos uma matriz com 35,00 <Cq < 38,00 com repetibilidade e consistência 














PERCENTAGEM DE POSITIVIDADE (P) E NEGATIVIDADE (N) DAS DIFERENTES 















N P N P N P N P N P N P N P 
DUV  80 20 90 10 90 10 70 30 100 0 40 60 20 80 
DUV- coelhos com resultado duvidoso; N – valor de Cq < 38,00; P – valor de Cq < 38,00. 
 
Na Tabela 26 apresentam-se os resultados da análise estatística comparativa. São apresentados 
os p value para a comparação entre os valores de Cq encontrados, para cada coelho do grupo 
DUV, nas diferentes matrizes. 
 
Tabela 26 – Comparação dos valores de Cq obtidos no RT-qPCR das diferentes matrizes dos coelhos-
bravos DUV. 
ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA DOS VALORES DE Cq DO GRUPO DUV 
OBTIDOS NAS DIFERENTES MATRIZES (p-VALUES calculados pelo Related-Samples 
Wilcoxon Signed Rank Test)  
MATRIZ FÍGADO BAÇO DUODENO FEZES RIM PULMÃO VENTRÍCULO 
ESQUERDO 
FÍGADO  0,285 0,285 0,686 0,180 0,866 0,093 
BAÇO   0,655 0,715 0,317 0,176 0,012* 
DUODENO    0,109 0,317 0,128 0,028* 
FEZES     0,109 0,327 0,059 
RIM      0,028* 0,012* 
PULMÃO       0,012* 
ANÁLISE DESCRITIVA DOS VALORES DE Cq 
Cq mínimo 27,97 31,29 32,87 32,77 38,01 31,04 27,11 
Cq máximo 38,01 38,01 38,01 38,01 38,01 38,01 38,01 
Cq médio 36,22 37,34 37,50 36,88 38,01 35,99 32,67 
σ 3,82 2,13 1,63 2,13 0,00 2,70 3,74 
*p value < 0,05- 
 
4. Resultado de RT-qPCR e lesões histopatológicas em lebres, mesocarnívoros, roedores 
e pardal-comum  
 
Foram analisadas duas lebres (Lepus granatensis) da Herdade do Infantado, uma das quais um 
feto de termo. Este feto foi encontrado junto de uma lebre fêmea adulta, presumivelmente sua 
progenitora, cuja cavidade abdominal estava exposta, apenas com a presença do trato digestivo. 
Não foi detetado RHDV2 nas fezes da lebre adulta. Foi detetado RHDV2 no fígado (Cq 34,68) 
e no ventrículo esquerdo (Cq 31,27) do feto (Figura 40). Até ao momento, não foi possível 
confirmar a presença de RHDV2 por sequenciação. O grau de decomposição do feto era 






Figura 40 Resultado do RT-qPCR para o RDHV2 para o ventrículo esquerdo (laranja) e fígado 
(vermelho) de uma lebre 
 
Foi detetado RNA de RHDV2 no pulmão do toirão (Mustela putorius) (Cq 28,26, Figura 41). 
Na análise histopatológica, o fígado revelou congestão capilar e hemossiderose e no pulmão 




Figura 41 – Resultado do RT-qPCR para o RDHV2 para o pulmão (laranja) e rim (turquesa) de um 
toirão 
 
Foram ainda analisados, 18 roedores (17 Apodemus sylvaticus e 1 Eliomys quercinus), um 
texugo (Meles meles) e um sacarrabos (Herpestes ichneumon). Não foram encontradas 
alterações em qualquer um dos órgãos analisados à histopatologia passíveis de serem resultantes 




O pardal-comum (Passer domesticus) foi capturado, não intencionalmente, por uma das 
armadilhas de ratos, não sendo inicialmente alvo do estudo. As fezes do pardal amostrado 
testaram positivamente no RT-qPCR de forma consistente, apesar de apresentarem um valor de 
Cq relativamente alto (32,51, Figura 42) indicativo de carga viral baixa, o que seria espetável 




Figura 42– Resultado do RT-qPCR para RHDV2 num pardal-comum, para a matriz fezes. 
 
5. Pesquisa de RHDV2 em insetos e ixodídeos 
5.1. Resultados da captura na Quinta dos Penedinhos 
 
Os resultados da captura de insetos voadores realizada na Quinta dos Penedinhos encontram-se 
descritos na Tabela 27. 
 
Tabela 27 – Classificação taxonómica e número dos insetos capturados na Quinta dos Penedinhos. 
CLASSIFICAÇÃO TAXONÓMICA 
ORDEM SUBORDEM FAMÍLIA GÉNERO N 
Lepidoptera Heterocera  - - 18 
Diptera Nematocera Chironomidae - 7 
Lepidoptera Rhopalocera  - - 1 
Diptera Nematocera Tipulidae - 14 
Coleoptera Polyphaga Scarabaeidae - 5 
Diptera Nematocera Psychodidae - 351* 
Diptera Nematocera Culicidae Culex 1 
Diptera Nematocera Culicidae - 4 
Diptera Brachycera Phoridae - 1 
Diptera Nematocera Ceratopogonidae - 1 
*Foram realizados pools da família Psychodidae, com cerca de 50 insetos, totalizando 7 pools. Sempre que não 




5.2. Resultados da captura de insetos e ixodídeos na Herdade do Infantado 
 
Os resultados da captura de insetos voadores e ixodídeos realizada na Herdade do Infantado 
encontram-se descritos na Tabela 28. 
 
Tabela 28 - Classificação taxonómica e número dos insetos e ixodídeos capturados na Herdade do 
Infantado. 
CLASSIFICAÇÃO TAXONÓMICA 
ORDEM SUBORDEM FAMÍLIA GÉNERO/ ESPÉCIE N 
Diptera Nematocera Tipulidae - 16 
Coleoptera Polyphaga Scarabaeidae - 925* 
Diptera Nematocera Psychodidae - 80* 
Diptera Brachycera Phoridae - 7 
Diptera Nematocera Ceratopogonidae - 104* 
Diptera Polyphaga Staphylinidae  353* 




   36 
Lepidoptera Glossata Geometridae Opisthograptis spp. 1 
Hymenoptera Apocrita Formicidae  67* 
Diptera Brachycera Muscidae Musca domestica 14 
Diptera Brachycera Anthomyiidae Anthomyia spp. 29 
Hymenoptera Apocrita Aulacidae  2 
Diptera Brachycera Calliphoridae Calliphora spp. 2 
Diptera Brachycera Calliphoridae Lucilia spp. 1 
Diptera Nematocera Psychodidae Phlebotomus spp. 2 




   1 
Diptera 
Brachycera Sarcophagidae 
Sarcophaga spp. 2 
Diptera  Ulidiidae  1 







Dermaptera  Spongiphoridae Labia minor 5 
Diptera Brachycera Drosophilidae D. melanogaster 8 











Diptera Brachycera Syrphidae  1 
Diptera  Asteiidae  8 
Coleoptera  Apionidae Apion frumentarium 3 
 
Acarina  Ixodidae Dermacentor 5 ♀ 
Acarina  Ixodidae Dermacentor 4 ♀ 
Acarina  Ixodidae Dermacentor 7 ♂ 
Acarina  Ixodidae Dermacentor 3 ♀ 
Acarina  Ixodidae Dermacentor 5 ♀ 
Acarina  Ixodidae Dermacentor 6 ♂ 
Acarina  Ixodidae Haemaphysalis 1 ♂ 
Acarina  Ixodidae R. rhipicephalus 1 ♀ 
Acarina  Ixodidae R. rhipicephalus 6 ♂ 
*Foram realizados pools de 10 insetos para a família Scarabaeidae, de 50 insetos no caso dos Culicoides e de 30 
insetos para os restantes grupos taxonómicos. Sempre que não indicado, o grupo de insetos ou ixodídeos das 
tabelas corresponderam a um pool analisado. N- número de espécimes capturados. 
 
5.3. RT-qPCR dos ixodídeos 
Não foi detetado RNA de RHDV2 em nenhum dos pools de ixodídeos analisados por RT-qPCR, 
tendo sido obtidos valores de Cq > 38,00 ou ausência de registo de fluorescência. 
5.4. RT-qPCR dos insetos 
Da mesma forma, não foi detetado, por RT-qPCR, RNA de RHDV2 em nenhum dos pools de 
insetos capturados na Quinta dos Penedinhos, tendo sido obtidos valores de Cq > 38 ou ausência 
de registo de fluorescência. 
No entanto, na Herdade do Infantado, foi detetado RNA de RHDV2 nos pools de insetos que 
constam da Tabela 29. O rastreio inicial consistiu numa pesquisa em 2 pools de insetos 
pertencentes a cada grupo taxonómico considerado suspeito, por estar envolvido na transmissão 
de outras doenças infeciosas, por ter características de alimentação que pudessem levar ao 
contacto com este vírus, ou por qualquer outro aspeto considerado pertinente. Para todos os 
grupos taxonómicos nos quais só foi possível constituir um pool, todos os pools foram 
analisados por RT-qPCR para a presença de RHDV2. Quando a pesquisa inicial indicou 
suspeição sobre um determinado grupo taxonómico, todos os pools desse grupo foram 
analisados. A captura na Herdade do Infantado foi realizada de 9 a 30 de Junho, o que se refletiu, 
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em comparação com a amostra da Quinta dos Penedinhos, numa maior quantidade e riqueza de 
grupos taxonómicos. 
 
Tabela 29 – Classificação taxonómica dos insetos capturados na Herdade do Infantado, em cujos pools 
foi detetado RNA de RHDV2. 
CLASSIFICAÇÃO TAXONÓMICA dos INSETOS POSITIVOS A RHDV2 
ORDEM SUBORDEM FAMÍLIA SUBFAMÍLIA GÉNERO VALORES 
de Cq 
Diptera Nematocera Ceratopogonidae Ceratopogoninae Culicoides  36,80 
Diptera Nematocera Ceratopogonidae Ceratopogoninae Culicoides  
(Anexo IV, Fig. 2) 
34,87 
Diptera Nematocera Ceratopogonidae Forcipomyiinae 
(Anexo IV, Fig. 3) 
 33,84 
Diptera Nematocera Ceratopogonidae Forcipomyiinae  34,99 
Coleoptera Polyphaga Staphylinidae   35,75 
Coleoptera Polyphaga Staphylinidae  
(Anexo IV, Fig. 4) 
  35,66 
Coleoptera Polyphaga Staphylinidae   34,30 
Coleoptera Polyphaga Staphylinidae   33,11 
Diptera 
 
Nematocera Simuliidae  
(Anexo IV, Fig. 1) 
  32,05 
 
6. Correlação entre os resultados da histopatologia e virologia 
 
Embora haja uma tendência geral de proporcionalidade directa, entre a gravidade das lesões 
observadas e a numeração crescente dos padrões histopatológicos descritos, as particularidades 
de cada padrão deverão ser acauteladas, já que em alguns orgãos os padrões iniciais não 
correspondem de forma evidente a quadros mais disruptivos. Tal como já foi anteriormente 
apresentado de forma separada, aqui mostra-se a relação entre o valor de Cq e o padrão de lesão 
encontrado no fígado (Figura 43). Constata-se que no caso dos coelhos não vacinados, foram 
encontrados valores de Cq tendencialmente menores, e em simultâneo, foi encontrado o padrão 
lesional considerado mais grave. No caso dos animais vacinados, com valores de Cq 
tendencialmente maiores, os padrões de lesão encontrados foram mais variáveis, notando-se 





Figura 43 – Associação entre o valor de Cq e o padrão de lesão encontrados no fígado. Verde-animais 
vacinados; Azul- animais não vacinados 
No caso do pulmão, continuam a verificar-se valores de Cq tendencialmente superiores no 
grupo de coelhos vacinados (Figura 44). Não é possível estabelecer uma relação entre o valor 
de Cq (e a carga viral) e a gravidade das lesões, de forma tão marcada como o que se verificou 
no fígado. Contudo, observa-se que os padrões de lesão P#3 e P#4 (correspondendo a 
pneumonias instersticiais), encontram-se preferencialmente em valores de Cq mais baixos, 
enquanto os padrões em que a congestão e edema são predominantes se observam 
tendencialmente em animais com valores de Cq mais altos. 
 
Figura 44 – Associação entre o valor de Cq e o padrão de lesão encontrados no pulmão. Verde-animais 








1. Características dos surtos de mortalidade de coelhos-bravos por RHDV2 na Quinta 
dos Penedinhos  
 
 
Desde janeiro de 2017 até fevereiro de 2018, foram verificados 4 surtos com mortalidade. O 
primeiro surto (QP1) causou mortalidade durante dois dias, sugerindo tratar-se de forma aguda, 
e reforçado pelo fato de apenas 3 dos 14 animais afetados apresentarem lesões macroscópicas 
indicativas de DHV. Estes animais encontravam-se vacinados para RHDV2 (vacinação 
administrada 15 dias antes), mas ainda não tinham realizado o reforço vacinal. Foram todos 
positivos para RHDV2 por RT-qPCR, tendo duas (n=2) das amostras sido confirmadas por 
sequenciação de uma porção do gene vp60 com 384 nucleótidos de extensão. A comparação 
com sequencias disponíveis nas bases de dados públicas, por análise BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) confirmou tratar-se de uma estirpe de RHDV2 e 
revelou grande identidade com uma série de estirpes oriundas de Portugal (Anexo II). 
 
No segundo surto (QP2), a mortalidade de sete animais ocorreu ao longo de 19 dias, o que 
parece indicar uma forma mais arrastada de doença ou suscetibilidade variável ao vírus ao longo 
deste tempo, tendo todos os coelhos mortos apresentado à necrópsia, lesões macroscópicas 
indicativas de DHV. Contudo, não foram encontradas diferenças nos valores de Cq ou nas 
lesões histopatológicas entre os dois grupos de animais pelo que são apresentados neste trabalho 
como integrando o mesmo grupo de animais vacinados (VAC). Foram todos positivos a 
RHDV2 no RT-qPCR, mas os resultados de sequenciação ainda não estão concluídos nesta 
fase. Apesar de se encontrarem vacinados, estes coelhos, ainda não tinham recebido o reforço 
vacinal, e não é possível garantir que a vacinação tenha sido bem realizada, nem que as 
condições da vacina no momento da sua administração eram as ideais. Contudo, dado tratar-se 
de uma vacina inativada, e o antigénio ter uma resistência de 12 meses, a hipótese da vacina 
não estar nas boas condições, é pouco provável uma vez que foi sempre mantida refrigerada. A 
vacina foi aplicada de acordo com a idade, dose e via de administração recomendadas pelo 
fabricante. A dose e idade de vacinação foram determinadas e padronizadas para o coelho 
doméstico (cunicultura industrial), sendo que o coelho-bravo à mesma idade, não apresenta o 
mesmo peso, devendo eventualmente estudar-se a necessidade de ajustar a dose vacinal ao peso 
e idade do coelho-bravo. O estado imunológico e sanitário dos coelhos no momento da 
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vacinação não foi assegurado por um médico veterinário, podendo os coelhos encontrar-se num 
estado de saúde deficitário que justificasse a falta de desenvolvimento de resposta imunitária 
eficaz. Por outro lado, dada a idade dos animais na altura da vacinação (60 dias) há que 
considerar a possível existência de anticorpos maternais que interfiram e comprometeram o 
desenvolvimento de uma reposta imunitária eficaz pelo vírus vacinal. Os anticorpos maternais 
IgG são adquiridos na última fase da gestação por via placentária e no colostro [Lorenzo Fraile, 
comunicação pessoal, citado por  Carvalho et al. (2017)] podendo persistir até aos 12 meses 
(Cooke, 2002). Na Quinta dos Penedinhos, as coelhas de reprodução são regularmente capturas 
e vacinadas pelo que é provável que exista passagem de anticorpos maternais em grande 
quantidade para as crias. A grande amplitude de cargas virais encontradas entre os animais do 
mesmo surto sugere que a resposta imunitária dos diferentes animais seja consequência direta 
de diferentes níveis de imunidade passiva de origem materna, ou indireta, pela diferente 
imunidade de origem vacinal condicionada pela imunidade materna. 
Apesar de ter sido estudada a eficácia da vacinação e a recuperação das populações durante um 
surto de doença, mas os resultados não são definitivos nem esclarecedores (Cabezas et al., 
2006). As populações de coelhos-bravo são caracterizadas por uma prevalência de anticorpos 
para a mixomatose e DHV que é dependente e inversamente proporcional à idade (Cooke et al., 
2000). Na Quinta dos Penedinhos, a vacinação coincide com um período de alteração do habitat 
e da alimentação podendo estes fatores serem desencadeadores de stress e, portanto, afetar 
desenvolvimento da resposta imunitária. O stress que envolve a captura, manuseamento e 
vacinação, podem levar a um desconforto tal que induz a quebra na condição corporal e 
consequentemente torna os animais mais suscetíveis a doença (Berteaux et al., 1994). Calvete 
& Estrada (2004) demonstraram que os procedimentos associados à vacinação podem 
apresentar um efeito negativo na sobrevivência dos coelhos principalmente se em má condição 
corporal e juvenis. Este fato foi comprovado na Quinta dos Penedinhos, uma vez que o grupo 
de coelhos, que apresentava uma idade estimada em 60 dias, apresentava peso reduzido (entre 
os 150 e 300g), em comparação com o peso para a mesma idade (400-500g) considerado como 
padrão para os coelhos-bravos da mesma idade referido na bibliografia (Ferreira & Ferreira, 
2014). A eficácia da vacinação pode ainda ser afetada pelo padrão espácio-temporal altamente 
variável do RHDV (Villafuerte et al., 2000), pelo tempo entre a vacinação e o surto e a 
intensidade do mesmo surto (Calvete, 2006), assim como pelas práticas de maneio do habitat 
(Ferreira and Ferreira, 2014). Na Quinta dos Penedinhos, é praticada a vacinação para o RHDV 
e RHDV2 em simultâneo. Contudo, análises serológicas realizadas (Montbrau et al., 2012), 
permitiram verificar que a vacinação para RHDV não interfere com a resposta serológica ao 
RHDV2. Gall & Schirrmeier (2006) verificaram que a vacinação é responsável por cargas virais 
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mais baixas, mas não é capaz de induzir imunidade esterilizante, variando o grau de replicação 
viral diretamente com a carga viral com que o animal contacta e inversamente com o nível de 
proteção humoral desenvolvido. Não existem estudos que descartem a possibilidade destes 
animais atuarem como portadores e excretores, bem como definir a tipologia de lesões 
orgânicas que podem ser causadas por estas replicações virais de baixo grau, nomeadamente 
após re-infeções. O terceiro surto (QP3) é referido na discussão dos animais duvidosos. 
O quarto evento de mortalidade (QP4) refere-se a um animal, que nunca tinha sido capturado 
e, portanto, não havia sido vacinado. Neste animal, todas as matrizes foram positivas e os 
valores de Cq baixos (Tabela 20 e Figura 37), muito provavelmente pelo facto de não ter 
imunidade adquirida por contacto prévio com este vírus (Carvalho et al., 2017). 
Nos sub-grupos de coelhos QP1 e QP2, as matrizes foram, em geral, todas positivas para 
RHDV2. O mesmo não se verificou no subgrupo QP3 (discutido no subcapítulo dos animais 
duvidosos). 
Esta diferença pode dever-se, por um lado à menor idade (1,5 - 2 meses) destes animais (QP1, 
QP2) em relação aos animais QP3 (3,5 - 4 meses) e, por outro, ao facto de se encontrarem 
apenas vacinados com uma dose. Contudo, existiram matrizes que embora de modo geral 
tenham sido positivas ao RHDV2, pontualmente testaram negativamente tal como se resume 
nas Tabelas 20 e 24. No entanto, não foram encontradas diferenças estatisticamente 
significativas na prevalência de positividade nas diferentes matrizes entre o grupo dos animais 
vacinados e dos animais não vacinados (Tabela 24). No futuro, deverá amostrar-se um maior 
número de animais para obtenção valores mais robustos para efeitos de comparação. 
O diagnóstico de RHDV2 utiliza como matrizes principais o fígado, baço e pulmão (OIE, 
2015b). Os resultados obtidos nesta investigação, confirmam que o baço e pulmão são as que 
apresentam menor valor de Cq, correspondendo a maiores cargas virais. No entanto, o duodeno, 
pulmão e ventrículo esquerdo revelaram-se neste estudo como as matrizes com maior 
prevalência de resultado positivo (cerca de 90%). Conforme ilustrado na Figura 36, não se 
verificou amplificação nas amostras de fígado, fezes ou outras, pontualmente em determinados 
animais. Como se verificou no RT-qPCR, as fezes, rim e fígado, foram as matrizes com maior 
prevalência de resultado negativo (66-76%). Neste grupo de animais vacinados, o pulmão 
apresentou um valor de Cq inferior ao fígado (p<0,05), baço (p<0,05), duodeno (p<0,05), rim 
(p<0,05) e ventrículo esquerdo (p<0,05). Assim o pulmão assume-se como a matriz de eleição 
(Cq mais baixos), com um valor de Cq médio de 28,31 e um D.P de 5,92 para animais 
vacinados. 
Não foram encontradas lesões macro e microscópicas diferentes entre os coelhos jovens e os 
animais adultos tal como se encontra descrito na literatura (Dalton et al., 2012). 
71 
 
2. Os dados da necrópsia, e os exames histopatológicos e virológicos, não revelaram a 
presença de RHDV2 nos roedores capturados na Quinta dos Penedinhos 
 
Todos os roedores analisados (Apodemus sylvaticus, n= 17 e Eliomys quercinus, n=1) foram 
negativos ao RT-qPCR, para todas as matrizes testadas, tendo em conta os mesmos 
pressupostos utilizados para os coelhos. O fato de não ter sido detetado vírus nestes roedores 
não exclui a sua importância e o seu papel na disseminação do vírus. A captura foi iniciada no 
fim do surto QP2 de RHDV2 (27 de abril de 2017), contudo, foi mais eficaz numa zona da 
Quinta, onde a população de coelhos era constituída essencialmente por animais adultos, com 
várias vacinações para RHDV2 e onde não ocorreu mortalidade. Por outro lado, o Apodemus 
sylvaticus alimenta-se principalmente de sementes, plantas verdes, frutas e alimentos para 
animais (The Mammal Society, 2015). Como neste local, o alimento é abundante, tanto em 
pastagem natural como em ração de coelho industrial, é pouco provável que os roedores se 
alimentem de fezes de coelhos, onde possivelmente poderiam contactar com vírus. 
A coocorrência destas espécies de micromamíferos durante surtos de doença pode levar a que 
sejam infetados passivamente pela impregnação de partículas virais nas patas que são ingeridas 
durante o grooming (Merchán et al., 2011). Outra fonte de infeção poderá ser a necrofagia do 
cadáver dos coelhos, especialmente dos que morrem no interior das tocas (Cooke, 1996). A via 
fecal-oral de infeção, à semelhança dos coelhos (Xu & Chen, 1989), poderá também acontecer 
no A. sylvaticus ou M. spretus através da ingestão de fezes de coelhos (Valverde, 1967). 
A ração é disponibilizada aos coelhos em comedouros que são acessíveis aos roedores, e onde 
existem vestígios destes, portanto caso a ração dos coelhos estivesse eventualmente 
contaminada, pelas fezes dos próprios animais, seria possível estabelecer aqui uma fonte de 
disseminação. Porém, no caso em concreto dos locais de captura do presente trabalho, a 
contaminação da ração por fezes dos coelhos não costuma ocorrer, uma vez que os comedouros 
são desenhados para evitar a conspurcação pelos dejetos sólidos ou urina. Assim, é necessária 
maior amostragem com captura durante um período de tempo mais alargado para averiguar o 
real papel destes pequenos mamíferos na DHV. É também necessário avaliar a importância de 
outras espécies como o murganho (Mus musculus) ou a ratazana (Rattus norvegicus), por 
apresentarem um padrão alimentar mais alargado, podendo alimentar-se de cadáveres de 
animais mortos, como coelhos (Imber et al., 2000), possivelmente infetados com RHDV. Na 
Quinta dos Penedinhos, os cadáveres dos coelhos são prontamente removidos, não ficando ao 
dispor destes roedores, pelo que o cenário de necrofagia é menos provável. Houve grande 
dificuldade na captura dos roedores, tendo sido testadas dois tipos de armadilhas (Figura 12). 
Sabe-se que tanto o camudongo como a ratazana são mais difíceis de capturar por armadilhas, 
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devido ao fenómeno de ‘trap-shyness’ que pode ser inerente (por reação a um novo objeto, 
descrito por Chitty & Southern (1954)) ou por aprendizagem (Hogarth, 1929). 
 
3. A ausência de deteção de RHDV2 por RT-qPCR nos insetos capturados na Quinta dos 
Penedinhos pode ter resultado de uma amostragem tendenciosa 
 
A amostragem de insetos foi reduzida, o que pode ser explicado pela altura do ano em que as 
colheitas foram efetuadas (9 a 27 de Abril), verificando-se no momento condições climáticas 
desfavoráveis para o efeito, existindo classicamente nesta altura do ano (nomeadamente a chuva 
e temperaturas baixas) menor número de espécies de insetos voadores e menor abundância 
relativa dos mesmos, que se refletiu na preponderância da família Psychodidae que representou 
cerca de 87% da nossa amostragem (Jonason et al., 2014). As espécies de Psychodidae estão 
descritas como detendo um padrão alimentar eclético (Jonason et al., 2014) embora mostrando 
maior atração pelas aves e cães (Jonason et al., 2014). Assim, como a armadilha foi colocada 
perto de um parque de perdizes (Alectoris rufa), é provável que estas tenham sido a principal 
fonte alimentar destes espécimes. Nos outros grupos taxonómicos, a amostragem foi muito 
reduzida, pelo que os resultados negativos podem resultar do número de insetos incluídos nestes 
pools. É importante que em próximos estudos deve ser conseguida uma amostragem mais 
representativa, utilizando outro tipo de armadilhas, e em maior número, por forma a efetuar as 
capturas em outras alturas do ano. 
4. Características dos surtos de mortalidade de coelhos-bravos por RHDV2 na Herdade 
do Infantado 
 
Desde janeiro de 2017 a fevereiro de 2018, foram detetados surtos de mortalidade, tendo sido 
diagnosticados animais positivos a RHDV2 por métodos moleculares e análise histopatológica, 
em março e julho. Os animais vitimizados em dezembro foram considerados duvidosos. A 
ocorrência do maior pico de mortalidade em março (n=7) pode dever-se à existência, nesta 
altura, de um número elevado de animais jovens potencialmente suscetíveis. O facto de apenas 
terem sido recolhidos 7 animais, pode ser justificado por muitos dos animais poderem ter 
morrido dentro das tocas ou em locais em que a vegetação não permitiu encontrá-los. Contudo, 
verificou-se que, apesar de ter sido diagnosticado RHDV2 nesta herdade, a população de 
coelho-bravo manteve os seus números estáveis não se estimando que a mortalidade tenha sido 
muito elevada. A explicação para esta mortalidade tão reduzida, poderá dever-se às medidas 
sanitárias praticadas na Herdade: desinfeção regular das tocas, implementação de comedouros 
e alimentadores protegidos de contaminação e controlo de roedores e insetos e ainda à boa 
condição corporal dos animais. 
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Na Austrália, Elsworth, Kovaliski & Cooke (2012) identificaram populações com resistência 
moderada ao RHDV. Uma grande proporção de coelhos tinha resistência a uma dose de infeção 
baixa, contudo, nenhum se mostrou resistente quando a dose infetante era elevada. Outra das 
explicações, poderá estar relacionada com a eventual presença e circulação de calicivírus não 
patogénicos que conferem proteção parcial para a doença hemorrágica viral (Strive et al., 2010). 
A incidência diminuta no verão e outono pode ser explicada pela temperatura ambiental mais 
elevada que pode influenciar negativamente a sobrevivência do vírus no ambiente. 
Apesar da população de coelho-bravo se manter estável na Herdade do Infantado, os surtos de 
DHV continuam a ser registados, podendo ocorrer uma co-evolução entre o vírus e a população 
de coelho-bravo. 
 
5. Os dados da necrópsia, e os exames histopatológicos e virológicos, não indiciaram a 
circulação de RHDV2 em roedores capturados na Herdade do Infantado 
 
No caso da Herdade do Infantado, a captura de roedores foi ainda mais difícil, possivelmente 
por se tratar de um ambiente totalmente selvagem, onde a densidade destas espécies tende a ser 
inferior à de um local mais urbano e atrativo. Na Herdade do Infantado, a disponibilidade 
alimentar é muito grande e variada o que torna menos provável a captura de roedores por 
armadilhas de isco. O facto de terem sido capturados num espaço temporal afastado de um surto 
de RHDV2 pode ser uma das justificações para não ter sido encontrado vírus nestes animais. 
No futuro, à pesquisa de RHDV2, deverá ser alida a pesquisa de anticorpos específicos, para 
avaliar a existência de contacto com o vírus e a seroconversão por parte dos roedores. 
 
6. Deteção de RNA RHDV2 num Pardal- comum (Passer domesticus), pode sugerir o 
papel de outras aves, para além das aves de presa, na disseminação do vírus 
 
Não obstante o valor de Cq (32,51, Figura 39), considerado alto (mas positivo) e da florescência 
atingida reduzida (900 RFU) quando comparados com os valores normalizados para o coelho-
bravo, o facto desta analise se restringir a um único especimen, limita as conclusões possiveis 
com base neste resultado apenas. Deve referir-se contudo, que estes valores de Cq e florescência 
seriam considerados também positivos num coelho-bravo. 
 Naturalmente, sendo mero vetor mecânico de transmissão, a confirmar-se no futuro, é 
compreensivel que este pardal, não contenha cargas virais em quantidades semelhantes às 
detectadas em coelho, onde o vírus replica ativamente. Este resultado, torna assim pertinente 
averiguar melhor a importância desta e de outras espécies de pequenas aves na disseminação 
do vírus (OIE Terrestrial Manual, 2016), uma vez que partilham o habitat com o coelho. Os 
registos fotográficos revelam que na Herdade do Infantado, aves de pequeno porte se alimentam 
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nos comedouros e bebedouros dos coelhos, contactando de perto com estes. Ao terem uma dieta 
bastante variada, incluindo sementes e grãos que capturam no solo, podem facilmente contactar 
com o vírus que se encontre presente no solo. 
 
7. Deteção de RHDV2 por RT-qPCR em insetos capturados na da Herdade do Infantado 
 
Foi detetado RHDV2 em pools de insetos que incluíam o género Culicoides e subfamília 
Forcipomyiinae, ambos pertencentes à família Ceratopogonidae, e membros das famílias 
Staphylinidae e género Simulium. Todos estes géneros foram descritos em Portugal ou na 
Europa. Ninio et al., (2011) descreveram o coelho (Oryctolagus cuniculus) como fonte 
alimentar para 20% dos culicóides estudados, que incluíam oito espécies diferentes, podendo 
este género de insetos infetar-se com RHDV2 a partir de coelhos que apresentem virémia. Os 
culicóides vivem em média 20 dias na fase adulta, podendo ultrapassar os 90 dias (Gonzàlez de 
Heredia & Lafuente, 2011; Ninio et al., 2011). Devido a isto, é pouco provável que constituam 
reservatórios de vírus durante longos períodos de tempo. Contudo, a sua importância na 
disseminação do vírus entre colónias durante os surtos deverá ser melhor estudada. A subfamília 
Forcipomyiinae e o género Simulium têm um aparelho bucal sugador, podendo ter um papel 
importante na disseminação do vírus a partir de coelhos virémicos. Alguns géneros da família 
Staphylinidae, que já foram encontrados em cadáveres de coelhos (Klimaszewski, 1984), vivem 
40 a 72 dias como adultos (Read, 1962), sendo pouco provável que mantenham o vírus entre 
surtos. Contudo, esta família, poderá ter um papel de disseminação do vírus entre locais 
distantes (por exemplo, entre tocas de diferentes colónias), onde a via fecal-oral de infeção 
parece ser pouco provável. O género Leptacinus apresenta características de bionomia: presença 
em estrume, compostos e habitats semelhantes que tornam provável o contacto com fezes e 
cadáveres de coelhos infetados. Os resultados obtidos não permitem tirar conclusões acerca da 
importância destes insetos na transmissão da DHV, mas abrem portas para o estudo mais 
aprofundado do papel dos mesmos, devendo, no futuro, ser um dos enfoques principais da 
pesquisa do vírus em condições de campo. O valor de Cq e, consequentemente, o valor de carga 
viral não permite inferir acerca da possibilidade de o vírus existir em quantidade suficiente para 
infetar um coelho, pois a técnica de RT-qPCR utilizada não está normalizada para este fim. O 
facto dos insetos serem positivos ao PCR, não significa que sejam capazes de transmitir o vírus 
a coelhos suscetíveis, como foi demonstrado por McColl et al. (2002). Apenas 1 em 13 das 
amostras dos insetos positivas ao PCR, continham vírus suficiente para causar a doença quando 
inoculado em coelhos suscetíveis (McColl et al., 2002). É ainda de admitir a hipótese de durante 
a colheita, identificação dos insetos e processamento possa ter ocorrido degradação do RNA, 
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levando a um resultado inferior ao real. Contudo, tendo em conta que a colheita dos insetos 
terminou a 30 de junho de 2017, e tendo vindo a verificar-se a ocorrência de mortalidade cerca 
de 2 dias depois num animal que testou positivo para RHDV2, é provável que a ocorrência de 
positividade entre estes dois grupos esteja relacionada, sendo, no entanto, necessário comparar 
as sequências nucleotídicas dos dois vírus para se poder propor, ou excluir, uma origem comum. 
Tendo em conta a degradação do vírus, altamente provável nestes insetos, será possivelmente 
difícil obter uma sequência com dimensão suficiente para permitir a comparação de identidade 
das duas sequências. 
 
8. Deteção de RHDV2 em mesocarnívoro (Toirão) 
 
Os resultados que foram obtidos no toirão são a primeira evidência da circulação de RHDV2 
nesta espécie. Apesar dos valores de Cq elevados no RT-qPCR, e de o resultado ainda não estar 
confirmado por sequenciação, é uma espécie que partilha o habitat com o coelho, sendo 
especializada na captura de coelho-bravo. 
A heterogeneidade das populações de vírus de RNA resulta numa situação contínua de “trials 
and error” e consequente seleção natural dos mutantes emergentes que podem ter vantagens 
evolutivas, por exemplo, ultrapassando a imunidade de hospedeiro e a barreira inter-espécie 
(Gould, 2012). 
 
9. Significado e interpretação dos resultados duvidosos ou negativos obtidos em alguns 
coelhos-bravos recolhidos, suspeitos de morte por DHV 
 
Dois dos coelhos do grupo QP3 da Quinta dos Penedinhos foram considerados negativos 
(ausência de fluorescencia ou Cq > 38 em todas as matrizes) bem como o animal do surto HI3, 
pelas mesmas razões. O reduzido número de coelhos negativos, deveu-se ao enviesamento da 
amostra que apenas considerou animais altamente suspeitos, pelas características de 
epidemiologia ou pela presença de sinais indicativos de doença hemorrágica viral no momento 
da amostragem (e.g. epistaxis). Ainda deste grupo (QP3), o resultado para sete animais foi 
considerado duvidoso uma vez que num destes animais apenas uma matriz foi positiva, noutro 
três matrizes foram positivas e em cinco animais apenas duas matrizes foram positivas. 
Igualmente, o animal do surto Lou1 apresentou apenas duas matrizes positivas e os dois animais 
do surto HI2, apresentaram apenas duas ou três matrizes positivas. Esta dificuldade em detetar 
vírus, pode dever-se ao programa de vacinação a que estes animais tinham sido sujeitos (RHDV 
e RHDV2 com reforço) no caso da Quinta dos Penedinhos (QP3), que está associado a valores 
de Cq mais altos (Carvalho et al., 2017). Carvalho et al. (2017) mostraram que a carga viral em 
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animais vacinados era muito inferior à dos animais não vacinados (média de valor de Cq de 
32,01 ± 6,18). Por outro lado, os animais correspondentes ao Lou1 e HI2 não haviam sido 
vacinados, podendo a dificuldade nestes casos, ser justificada por uma progressão mais lenta 
da doença. Não foi também possível, nestes animais, amplificar um segmento de RNA para 
sequenciação, provavelmente devido à reduzida qualidade do RNA viral nos tecidos que, ao 
encontrar-se muito fragmentado, dificultaria ainda a ligação dos primers e a sintese do 
amplicon. A sensibilidade do método utilizado aproxima-se dos 100% e a sua especificidade 
foi testada contra um painel de agentes patogénicos distintos. É por isso improvável que o sinal 
tardio de fluorescência deste grupo considerado duvidoso, possa ser o resultante da 
amplificação de material genético de outro organismo (Duarte et al., 2015). As amostras foram 
extraídas automáticamente e em separado de outros materiais positivos a RHDV2 (processados 
no âmbito do projecto +Coelho em curso desde setembro de 2017), tornando a ocorrência de 
contaminação entre amostras pouco provável. Os RT-qPCR foram repetidos várias vezes para 
estes materiais, tendo sido obtida repetibilidade e consistência nos valores de Cq. A 
possibilidade do material genético detetado ser originário da vacinação é também improvável 
(Gall & Schirrmeier, 2006; Carvalho et al., 2017). No entanto, a alta sensibilidade do método 
molecular leva a que o RNA viral da vacina inativada possa originar fracos positivos ao RT-
qPCR, se aquele ainda estiver presente nos tecidos. Diversas hipóteses podem explicar a 
presença do RNA vacinal nos tecidos, nomeadamente a injeção intravenosa não intencional, o 
aumento de permeabilidade sanguínea no local da injeção ou a associação do vírus inativado a 
eritrócitos (Eschbaumer et al., 2010; Steinrigl et al., 2010; De Leeuw et al., 2015). Para 
esclarecer esta hipótese, será necessário sequenciar e comparar o RNA vacinal e o RNA da 
matriz. Nestes casos, encontrámos dificuldade na amplificação de regiões mais extensas do 
genoma viral para sequenciação, provavelmente fruto da carga baixa viral, especialmente se o 
material já não se encontrasse nas melhores condições. 
Nestes animais com diagnóstico molecular duvidoso, existiam lesões histopatológicas em todos 
os orgãos, absolutamente incompatíveis com a vida.  
No grupo de animais QP3, sujeitos a vacinação (primo e reforço), e que não apresentavam 
autólise ou putrefação significativas que pudessem afetar os resultados histopatológicos, é 
difícil encontrar uma explicação para a origem as lesões multiorgânicas observadas que não a 
infeção por RHDV2. A análise do microbioma e viroma destes animais através de técnicas de 
Whole Genome Sequencing ajudaria a descartar a presença de outros agentes patogénicos ainda 
desconhecidos nesta espécie. Os nossos resultados parecem sugerir que, nestes animais, a 
imunidade humoral possa ter impedido a progressão da doença e a multiplicação viral em larga 
escala, contudo não impedindo o desenvolvimento progressivo de lesões, cuja extensão acabou 
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por conduzir o animal à morte. Este padrão de carga viral baixa/lesão extensa, é ainda 
caracterizado pelo facto de a mortalidade destes animais ocorrer de forma muito espaçada. 
Assim, estes casos de forma aparentemente crónica de doença necessitam de ser melhor 
investigados, nomeadamente em ambiente laboratorial controlado. 
Não é possível afirmar com absoluta certeza que as lesões orgânicas observadas se deveram a 
DHV. Contudo, não foram encontradas alterações à necrópsia ou histopatologia compatíveis 
com qualquer outra patologia conhecida. Os animais do surto QP3 encontravam-se vacinados 
(incluindo com reforço) para a Mixomatose, e sendo esta vacina muito eficaz, a morte por 
infeção com o virus mixoma é altamente improvável (European Medicines Agency [EMA], 
2011). Outras doenças de origem bacteriana ou parasitária, não foram investigadas. As 
etiologias que poderiam explicar o grau elevado de necrose hepática observada, seriam a lesão 
hepática induzida por ingestão de tóxicos, tais como fungos na ração, metais pesados na água 
ou de plantas tóxicas. Contudo, tratando-se, na Quinta dos Penedinhos, de uma produção de 
coelho-bravo com alimentação e água rigorosamente controlados, todas estas hipóteses são 
discartadas. A verdadeira influência da vacinação, e da vacina usada em concreto nesta 
exploração, e a possibilidade desta ser detetada e diferenciada pelo RT-qPCR , deverão ser mais 
aprofundadas. A possibilidade de um animal infetado sobreviver inicialmente à doença (Shien 
et al., 2000) e de o vírus e antigénios virais, presentes no fígado, pulmão, rim e fezes poderem 
já não ser detectados uma semana após a inoculação experimental, foi anteriormente reportada 
(Shien et al., 2000). De acordo com a informação disponivel na literatura, a única matriz que se 
manteve positiva 47 dias após inoculação foi a bílis (Shien et al., 2000). Por esta razão, a bilís 
deverá também ser amostrada e analisada em próximos estudos. Poderá também conjeturar-se 
que o vírus se terá replicado e lesionado os orgãos sem levar o animal à morte numa primeira 
instância, assumindo a doença evolução crónica e as lesões uma evolução auto-perpetuante, 
tendo vindo os animais a sucumbir mais tarde, quando o vírus já se encontrava eliminado em 
parte ou na totalidade. Embora a amostragem seja muito reduzida para tratamento estatístico, 
neste grupo (DUV) de 10 animais o ventrículo esquerdo foi positivo em 80% dos casos, 
aparecendo o pulmão em segundo lugar (60%), tendo o fígado sido positivo em apenas 20% 
dos casos estudados. O coração contém 9.1% do volume total sanguíneo no coelho enquanto o 
fígado detém cerca de 29,6% (Dickinson and Walker, 1970). O coração é o segundo órgão com 
maior volume sanguíneo, podendo assim ser rapidamente sujeito à infeção por grandes 
quantidades de vírus durante a fase de virémia. 
Nos animais positivos vacinados (grupo VAC), 7 dos animais apresentaram valor de Cq > 38 
no fígado e/ou baço, e neste grupo de animais o ventrículo esquerdo foi positivo em 6 dos 
animais com um Cq médio de 33,75. A verdadeira justificação para a aparente carga viral mais 
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alta no músculo cardíaco deverá ser esclarecida, no que toca à patogenia do vírus, à relação 
com vacinação parcial, e formas de evolução da doença mais arrastadas (subaguda e crónica) 
que poderão eventualmente justificar a persistência e deteção do vírus nesta matriz. Neste 
grupo, o ventrículo esquerdo apresentou um valor de Cq médio de 32,67 (± 2.32) inferior ao 
baço (p= 0,012), duodeno (p= 0,028), rim (p= 0,012) e pulmão (p= 0,012). Mais uma vez se 
ressalva que o reduzido número de animais não permite sobrevalorizar este resultado, mas 
suscita interesse e requere futuros esclarecimentos. 
Também nestes animais, à semelhança do que aconteceu nos animais duvidosos da QP, a matriz 
que revelou valores de Cq mais baixos foi o ventrículo esquerdo. É difícil estabelecer um padrão 
em relação a este facto porque o número de animais é muito reduzido. Porém, neste caso, os 
animais nunca foram vacinados e as hipóteses de intoxicação são também remotas porque a 
alimentação e água são controladas. Os coelhos têm acesso a prado natural, e naturalmente a 
plantas tóxicas, contudo não existindo escassez alimentar a ingestão de plantas tóxicas pelos 
coelhos é pouco provável. Trata-se de uma herdade fechada onde é impossível entrarem animais 
de outras origens que pudessem eventualmente estar vacinados, portanto a presença de vírus 
vacinal é impossível. Neste grupo, as lesões histopatológicas, particularmente a necrose 
hepática extensa, lesões renais e cardíacas são também incompatíveis com a vida. O resultado 
deste conjunto de animais, torna imperativo avaliar de que forma a doença subaguda ou crónica 
pode dificultar o diagnóstico molecular, uma vez que existem lesões orgânicas extensas 
associadas a quantidades reduzidas de RNA viral. 
O surto QP3 correspondeu a uma mortalidade arrastada ao longo de três meses. Este grupo de 
animais vacinados, e com reforço (QP3, n=9) tinha idades estimadas entre os 3,5 e 4 meses. 
Até ao momento ainda não foi possível sequenciar o vírus a partir destes animais, por se 
encontrar em pequena quantidade, muito provavelmente fruto da resposta imunitária. Os baixos 
níveis detetados nesses coelhos provavelmente resultam de replicação viral limitada pela 
vacinação. Existe a possibilidade do vírus detetado pelo RT-qPCR ser de origem vacinal, 
contudo as lesões histopatológicas encontradas nestes animais, nomeadamente a necrose difusa 
grave generalizada dos hepatócitos com dissociação das trabéculas acrescentam força à hipótese 
de que os coelhos terão desenvolvido doença hemorrágica viral. 
Liu et al. (2015) obteve valores de Cq perto de 30 em coelhos vacinados para RHDV, tendo os 
coelhos desenvolvido imunidade por vacinação e/ou aquisição de anticorpos maternais. Apesar 
de vacinados, as cargas virais foram altas e surpreendentes, sugerindo que em muitos coelhos 
imunizados, o RHDV continua a circular na forma de doença sub-aguda ou crónica. A infeção 
por RHDV em coelhos imunizados foi também detetada em coelhos-bravos (Capucci et al., 
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1998). A ocorrência de doença em coelhos imunizados pode dever-se a variação na carga viral 
infetante ou ao baixo nível de resposta imunitária desenvolvida (Liu et al., 2015). 
A dificuldade de um diagnóstico molecular conclusivo em alguns materiais, é geralmente 
ultrapassada pelo pedido de mais material, em situação de suspeita de foco na indústria, e pelo 
acesso a vários exemplares em situação de foco na vida selvagem. 
 
10. As diferenças encontradas nos padrões entre os animais vacinados e não vacinados, 
sugerem uma progressão diferente da doença 
 
Os quadros anatomopatológicos identificados nas populações de coelho-bravo em estudo 
foram, de um modo geral, coincidentes com o que está descrito na literatura (Hering, 2003). A 
progressão da doença numa população de coelhos industrial vacinada, já foi anteriormente 
estudada por Carvalho et al. (2017b). A exceção será o miocárdio no qual se identificou 
frequentemente a presença de serosidade acumulada entre as fibras, tanto em vacinados como 
em não vacinados. 
Entre os coelhos vacinados e não vacinados identificaram-se quadros lesionais 
sistematicamente mais graves nos não vacinados, o que sugere que a doença poderá ter 
progressão mais rápida nestes. 
Nos animais não vacinados, foi mais frequente o padrão de lesão hepática F#7 (necrose difusa 
grave generalizada dos hepatócitos com dissociação das trabéculas, com menos de 50% dos 
hepatócitos a exibir núcleo, estando este picnótico) do que no grupo dos vacinados (p= 0,001). 
Este facto poderá ser fruto das altas cargas virais no fígado nos coelhos não vacinados (Cq em 
média, 8,79 ciclos abaixo da matriz homóloga nos animais vacinados). Esta relação pode ser 
visualizada na figura 41. 
No pulmão, o padrão P#4 (espessamento dos tabiques interalveolares, por vezes com infiltração 
de células mononucleadas, edema alveolar e/ou congestão - Pneumonia intersticial difusa) foi 
mais frequente nos animais não vacinados (p= 0,028). Nos animais vacinados foi mais frequente 
o padrão P#3 (congestão muito marcada dos capilares alveolares, com zonas restritas de 
espessamento dos tabiques interalveolares com atelectasia moderada a severa – pneumonia 
intersticial focal) (p= 0.027). Assim, tal como no fígado, os níveis de gravidade lesional são 
mais acentuados no pulmão dos coelhos não vacinados, podendo corresponder à progressão 
mais rápida da pneumonia, o que poderá estar refletido na maior carga viral (valor de Cq, em 
média, 4,77 ciclos abaixo em relação aos vacinados) encontrado nestes animais (p= 0,077). Esta 
relação pode ser visualizada na figura 42. 
O padrão de lesão renal R#3 (glomerulite trombosante praticamente generalizada com discreta 
degenerescência granular das células tubulares) foi mais frequente nos coelhos não vacinados 
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(p= 0,003); o padrão de lesão renal R#2 (acidofila discreta das células tubulares), por seu lado, 
foi mais frequente nos coelhos vacinados (p= 0,041). Esta diferença pode ser reflexo, mais uma 
vez, das maiores cargas virais (Cq em média 9,46 ciclos abaixo) encontradas neste órgão nos 
animais não vacinados (p< 0,001). 
Também no baço, foi observado que o padrão B#5 (necrose da polpa vermelha e necrose 
discreta das células linfoides dos folículos da polpa branca) foi mais frequente nos animais não 
vacinados. Neste órgão, os valores de Cq foram, em média, 8,54 ciclos abaixo nos não 
vacinados (p= 0,016) relativamente aos vacinados. 
No timo observou-se maior frequência de lesões de necrose (padrão T#3) nos coelhos não 
vacinados em relação aos vacinados (p= 0,008), tendo sido observado o inverso (p< 0,001) nos 
coelhos vacinados, ou seja, foi mais frequente o padrão T#1 (congestão e/ou hemorragia), 



























A doença hemorrágica viral pelas suas características endémicas, distribuição em todos os 
continentes, imprevisibilidade, características clínicas, histopatológicas e virológicas diversas, 
passagem da barreira inter-espécie, entre outras, torna-se uma doença cujo estudo e avaliação 
permanece imperiosa e urgente. As características do vírus, principalmente a impossibilidade 
de o cultivarmos in vitro, tornam a avaliação epidemiológica no campo crucial, e a aproximação 
do laboratório ao terreno absolutamente essencial, o que tantas vezes não é feito. A rápida 
evolução do vírus, fruto da sua elevada taxa de variação genética, antigénica e patogénica, 
dificultam o seu estudo, mas, simultaneamente, tornam este desafio apaixonante. 
Através deste estudo, foi possível verificar que a doença é capaz de afetar animais em cenários 
ecológicos completamente distintos, e ter ao mesmo tempo um comportamento imprevisível, 
quando avaliado do ponto de vista clínico, laboratorial e epidemiológico. 
Foi possível concluir que a doença teve um grande impacto numa população vacinada, e 
sanitariamente controlada, tendo sido encontrados entre os animais vacinados; 21/30 positivos 
(70%), 7/30 duvidosos (23%) e 2/30 negativos (7%), tendo sido a doença virtualmente superior 
à de um local quase selvagem, sem recurso a vacinação, embora nestes dois contextos o rigor 
da monitorização seja efetivamente distinto. Esta observação não significa, contudo, que a 
vacinação não seja vantajosa. Ela é aliás, altamente recomendada. Há, no entanto, um conjunto 
vasto de fatores que interferem com o seu resultado, alguns eventualmente críticos, ainda pouco 
estudados nesta espécie. 
As características de difusão entre micromamíferos, mesocarnívoros e insetos, tornam a doença 
hemorrágica viral um modelo de eleição para o estudo da interação vírus-hospedeiro num 
ecossistema natural. As suas características de resistência extrema no ambiente permitem a 
interação de muitos objetos animados e inanimados na sua difusão a grandes distâncias. 
O estudo da doença hemorrágica viral no coelho-bravo resume-se, na maior parte da 
bibliografia, ao estudo do vírus, muitas vezes não sendo possível a análise em larga escala das 
lesões histopatológicas associadas, frequentemente fruto do avançado estado de autólise e 
putrefação em que os animais são encontrados. 
Aqui, são estabelecidos padrões de lesão histopatológicos para os vários órgãos em cerca de 46 
animais positivos para a presença de RNA viral por RT-qPCR. O estabelecimento de padrões 
histopatológicos de referência tornou-se obrigatório para permitir a comparação dos diferentes 
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grupos de animais, já que não é possível agrupar e comparar as lesões descritas pelos diversos 
autores devido à diversidade de terminologia utilizada, e alguma subjetividade das descrições. 
Por outro lado, não se encontrou uma clara associação direta entre o aumento de carga viral 
detetada no órgão e a gravidade das lesões histopatológicas observadas. Isto poderá ser 
resultante do grau de suscetibilidade variável dos animais à infeção, que não foi propósito deste 
estudo esclarecer. A vacinação, a forma de progressão da doença, a concomitância de outras 
infeções, o estado de nutrição do animal no momento da infeção, a sua idade, entre outros 
fatores, pode levar a que os animais desenvolvam lesões completamente diferentes quando 
sujeitos à mesma dose infeciosa. O caracter sistémico de disseminação do vírus, verificado 
neste estudo pela deteção de RNA num elevado número de matrizes, poderá justificar a 
diferente distribuição do vírus no decurso do seu mecanismo fisiopatológico, podendo as cargas 
virais ser altamente variáveis em órgãos que apresentam o mesmo padrão de lesão 
histopatológica, pelo facto de já ter ocorrido “clearance” do vírus. 
Não obstante disto verificou-se, contudo, uma tendência para a presença de lesões 
histopatológicas mais graves no fígado e pulmão nos animais não-vacinados, onde foram 
encontrados, simultaneamente, cargas virais mais altas. 
Foi encontrada uma elevada percentagem de positivos a RT-qPCR entre os animais vacinados; 
21/30 positivos (70%), 7/30 duvidosos (23%) e 2/30 negativos (7%);   
Os nossos resultados parecem sugerir que, nestes animais, a imunidade humoral possa ter 
impedido a progressão da doença e a multiplicação viral em larga escala, contudo não 
impedindo o desenvolvimento progressivo de lesões, cuja extensão acabou por conduzir o 
animal à morte. Este padrão de carga viral baixa/lesão extensa, é ainda caracterizado pelo facto 
de a mortalidade destes animais ocorrer de forma muito espaçada. Assim, estes casos de forma 
aparentemente crónica de doença necessitam de ser melhor investigados, nomeadamente em 
ambiente laboratorial controlado. 
Neste grupo de animais, verificou-se consistentemente positividade mais evidente na matriz 
“ventrículo esquerdo”, que na maioria dos animais apresentou o menor valor de Cq, 
correspondendo a uma maior carga viral. Este fato, nunca antes reportado na bibliografia, abre 
novas portas para a investigação da patogenia e dinâmica de distribuição do vírus e do seu 
diferente tropismo no decurso da infeção e sugere que este órgão deve ser também utilizado no 
diagnóstico. 
Nos animais vacinados, o duodeno, ventrículo esquerdo e pulmão apresentaram a maior 
frequência de positividade, pelo que consideramos que são boas matrizes para diagnóstico 
molecular em animais vacinados. 
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Por outro lado, nos animais não-vacinados o duodeno, ventrículo esquerdo e rim apresentaram 
a maior frequência de positividade, sendo da mesma forma indicadas como boas matrizes para 
diagnóstico molecular em animais não vacinados. 
Tanto quanto é sabido, este estudo incorpora também a primeira descrição de deteção de 
RHDV2 em insetos capturados em condições naturais. Os dados obtidos sugerem a necessidade 
de aprofundar a investigação do papel de quatro grupos taxonómicos (género Culicoides, 
subfamília Forcipomyiinae, e famílias Staphylinidae e Simuliidae) na dinâmica de manutenção 
e transmissão do vírus. 
Para estudar a questão da importância da forma subaguda da DHV, bem como a importância 
dos calicivírus não patogénicos, será aplicado o método de amostragem biológica em vida que 
foi desenvolvido no âmbito desta dissertação (http://www.iniav.pt/menu-de-
topo/divulgacao/edicoes-proprias/videos-institucionais/captura-e-sedacao-de-coelho-bravo). A 
partir destas amostras de sangue, será efetuada serologia que permitirá inferir a presença de 
anticorpos que confiram imunidade para RHDV2 e eventualmente a presença de calicivírus por 
RT-PCR no duodeno destes animais. 
A eficácia da vacinação em coelhos-bravos deve também ser investigada uma vez que neste 
estudo verificámos que um grande número de animais que morreram de DHV se encontravam 
vacinados, provavelmente pela ocorrência por vários fatores confluentes, entre os quais a 
interferência com a imunidade materna. Contudo, a vacinação mostrou ter ação na progressão 
da doença, resultando em cargas virais mais baixas e também na redução da gravidade das 
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Anexo III – Aspeto macroscópico sugestivo de doença hemorrágica viral 
 
 
Figura 1 – Hemorragia ocular e epistaxis  
(confirmado por RT-qPCR) (Original do 
autor). 
 
Figura 2 – Palidez e diminuição da consistência 
hepática, lesões congestivo-hemorrágicas 










Anexo IV– Figuras dos espécimes positivos ao RT-qPCR para RHDV2 
 
Figura 1 - Espécime da família Simuliidae 
(Original de David Ramilo, 2018) 
 
Figura 2 - Espécime do género Culicoides 
(Original de David Ramilo, 2016) 
 
Figura 3 - Espécime da subfamília 
Forcipomyiinae (Original de David Ramilo, 
2018) 
 
Figura 4 - Espécime da família Staphylinidae 
(Original de David Ramilo, 2018) 
 
